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Exploration fonctionnelle de l’activité cytotoxique de lymphocytes T humains en 
contexte de pathologie et de thérapie 
Plusieurs populations de cellules immunitaires possèdent une activité cytotoxique permettant 
l’élimination de cellules altérées. Cette fonction cellulaire est ainsi déterminante dans le 
contrôle des infections, des processus tumoraux, ou encore des maladies inflammatoires 
chroniques. 
Mon projet de thèse se concentre sur des aspects fondamentaux de l’activité lytique de deux 
populations de lymphocytes T cytotoxiques : les lymphocytes T CD8+ et les lymphocytes T CD4+ 
régulateurs de type 1. Pour cela, l’exploration des mécanismes de cette activité a été conduite 
au travers de deux modèles, pathologique et thérapeutique, à différentes échelles 
biologiques : au niveau de la population ou de la cellule individuelle, mais aussi différentes 
échelles d’organisations moléculaires : cellulaire et nanoscopique.  
Nous avons pu démontrer que l’activité de lyse de lymphocytes T CD8+ cytotoxiques face à un 
excès de cellules cibles est efficace sur des temps prolongés, reposant sur une capacité 
individuelle fortement hétérogène à effectuer une lyse multiple. L’importance de cette 
activité de lyse soutenue a été renforcée par l’identification d’un défaut lytique 
particulièrement prononcé sur le long-terme chez des lymphocytes T CD8+ issus de patients 
atteints du syndrome de Wiskott-Aldrich. Ce défaut est lié à une activation réduite de 
l’intégrine LFA-1 et un délai dans la délivrance du coup létal. De plus, la protéine WASP permet 
de restreindre LFA-1 de haute-affinité en nanoclusters denses ainsi que de permettre 
l’organisation en un ring de LFA-1 et la localisation des granules lytiques à l’intérieur de celui-
ci.  
Par ailleurs, les lymphocytes T CD4+ régulateurs de type 1 développés dans le cadre d’une 
thérapie cellulaire (Ovasave®) démontrent une capacité de lyse envers les cellules myéloïdes, 
en complément d’une activité immunosuppressive sur les lymphocytes T conventionnels. 
Cette activité est mise en place sur du long-terme, jusqu’à atteindre une efficacité optimale, 
lié à un délai dans la délivrance du coup létal. De manière surprenante, malgré une spécificité 
pour l’ovalbumine, l’activité cytotoxique semble être indépendante de l’activation du TCR. En 
outre, la lyse est granzyme-dépendante mais perforine-indépendante. Ainsi ces lymphocytes 
T thérapeutiques manifestent une activité cytotoxique alternative. 
Pour conclure, mon projet de thèse a permis de caractériser une activité de lyse soutenue 
basée sur une capacité individuelle hétérogène. Cette habilité à soutenir une lyse sur du long-
terme implique une stabilité de la synapse, où WASP joue notamment un rôle clé pour 
l’activation et l’organisation de LFA-1. Les lymphocytes T régulateurs thérapeutiques 
démontrent aussi une activité de lyse soutenue, cependant les acteurs moléculaires sont non 
conventionnels. De manière générale, une activité de lyse soutenue permettrait de calibrer 
une réponse cytotoxique prolongée en rapport à la taille de la population cible, ainsi que le 
partage avec d’autres fonctions cellulaires comme la sécrétion de cytokines. 
Mots-clefs : Activité cytotoxique, lymphocytes T CD8+, lymphocytes T régulateurs, syndrome 





Functional exploration of the cytotoxic activity of human T lymphocytes in the 
context of pathology and therapy  
During different pathological conditions such as infections, tumoral processes or chronic 
inflammation diseases, altered cells are eliminated through a cytotoxic activity mediated by 
several immune cell populations. This cellular function is therefore crucial for carrying out the 
action of the immune system. 
My thesis project focuses on fundamental aspects of the lytic activity of two cytotoxic 
lymphocyte populations: CD8+ T cells and type-1 CD4+ regulatory T cells. To explore the 
mechanisms of this activity, this study has been driven on two cases, pathological and 
therapeutic models, at the population and single-cell levels and also at the cellular and 
nanoscopic scales of the molecular organisation. 
We have been able to demonstrate that the CD8+ T cell lysis activity against an excess of target 
cells is effective over prolonged periods, relying on a highly heterogeneous individual capacity 
to perform multiple lysis. The importance of this sustained cytotoxic activity was reinforced 
by the identification of a lytic defect, particularly pronounced on a long time period, of CD8+ 
T cells from Wiskott-Aldrich syndrome patients. This defect is related to a reduced activation 
of the LFA-1 integrin and delay in the lethal hit delivery. In addition, the WASP protein allows 
to restrict high affinity LFA-1 to dense nanoclusters as well as the assembly of LFA-1 ring and 
the localization of the lytic granules inside this ring. Moreover, type-1 CD4+ regulatory T cells 
from a cellular therapy (Ovasave®) demonstrated a cytotoxic activity toward myeloid cells, 
additionally to an immunosuppressive activity on conventional T cells. This activity is 
implemented over long time periods, until reaching optimal efficiency, and is related to a delay 
in the lethal hit delivery. Surprisingly, despite a specificity for ovalbumin, the cytotoxic activity 
measured in absence of the antigen suggests a TCR independence. In addition, lysis is not 
mediated by perforin but is exclusively granzyme-dependent. Thus, these therapeutic T cells 
exhibit an alternative cytotoxic activity. 
To conclude, my thesis project permits to characterize a sustained lysis activity relying on a 
heterogeneous individual capacity. This ability to sustain a lytic activity involves stability of the 
synapse, where WASP plays a key role towards the activation and organization of LFA-1. The 
therapeutic regulatory T lymphocytes also demonstrated a sustained cytotoxic activity, 
however the molecular actors are unconventional. On the whole, sustained lytic activity would 
be key to the calibration of cytotoxic responses in relation to the size of the target population, 
as well as sharing with other cellular functions such as cytokine secretion. 
Key words: Cytotoxic activity, CD8+ T cells, Regulatory T cells, Wiskott-Aldrich syndrome, 














Lorsque j’ai commencé à étudier l’immunologie, j’ai eu un coup de cœur pour les cellules 
« Natural killer » (NK), pour leur capacité à effectuer le « kiss of death ». J’ai alors été 
fortement attirée par la fonction cytotoxique : par la précision des cellules tueuses pour 
reconnaître leurs cibles et ensuite l’action de tuer par délivrance du coup létal. Au fur et à 
mesure des cours, une multitude de types cellulaires ayant cette capacité cytotoxique s’est 
ouverte à moi. Parmi ces populations j’ai choisi de commencer par les lymphocytes T CD8+ 
cytotoxiques, qui pour moi représentent une armée importante dédiée à l’élimination efficace 
des cellules transformées de l’organisme. C’est pourquoi j’ai choisi de faire mon stage de M2R 
dans l’équipe du Professeur Salvatore Valitutti, expert de la synapse lytique, afin d’en savoir 
plus sur les mécanismes de cette fonction cytotoxique. Ainsi, sous la responsabilité de Loïc 
Dupré et avec l’aide de Zilton Vasconcelos, j’ai pu faire mes premiers pas dans la 
caractérisation d’un aspect fondamental de l’activité lytique de lymphocytes T CD8+ 
cytotoxiques : quantifier la participation de chaque cellule individuelle à l’activité de lyse 
globale. Ensuite pour la construction de mon projet de thèse, j’ai décidé d’appliquer mon 
nouveau savoir-faire dans deux contextes : pathologique avec le syndrome de Wiskott-Aldrich 
et thérapeutique au travers d’une collaboration avec l’entreprise TxCell. Pour l’application 
dans le contexte pathologique, j’ai collaboré avec Raïssa Houmadi, dont l’expertise porte sur 
les techniques de microscopie de super-résolution. Nous avons ainsi pu appréhender l’impact 
de la déficience en WASP à différentes échelles biologiques : à la fois au niveau de la 
population sur deux échelles de temps (court et long), mais aussi au niveau cellulaire et 
nanoscopique. Enfin, pour l’application au contexte thérapeutique, j’ai eu l’opportunité de 
collaborer avec Nathalie Belmonte et Julie Gertner-Dardenne de l’entreprise TxCell. Cette 
dernière développe différentes plateformes d’immunothérapies cellulaires à base de 
lymphocytes T régulateurs pour le traitement de maladies inflammatoires auto-immunes, 
ainsi que les troubles inflammatoires liés à la transplantation. Leur produit thérapeutique le 
plus avancé, Ovasave®, est développé pour traiter des patients atteints de la maladie de Crohn 
et a brillamment passé la première phase clinique chez l’Homme. Ce fut alors un nouveau 





Ainsi, dans les prochaines pages, je souhaite apporter une vue d’ensemble du système 
immunitaire en mettant l’accent sur la multiplicité des acteurs cellulaires ayant une capacité 
lytique et les multiples rôles que celle-ci implique. Ensuite je rentrerai plus en détails sur le 
défaut de lyse des cellules provenant de patients WAS, et enfin sur la thérapie cellulaire 





I. Le système immunitaire et son arme de défense massive : l’activité cytotoxique 
La toute première ligne de défense contre les agents extérieurs est composée de barrières 
tissulaires physiques comme la peau. En cas d’échec de celle-ci, l’organisme animal a 
développé au cours du temps un système de défense efficace : le système immunitaire. 
I.1. Vue générale du système immunitaire et présentation des acteurs cellulaires aux 
capacités cytotoxiques 
Le système immunitaire de l’Homme est composé d’un réseau complexe d’organes 
lymphoïdes, tissus, cellules, facteurs humoraux et cytokines qui ont évolué simultanément 
avec notre environnement afin de permettre de nous défendre contre les agents 
pathogéniques. Dans son rôle protecteur, la surveillance de notre corps l’amène aussi à 
détecter et éliminer les cellules cancéreuses. D’autre part, il joue aussi un rôle majeur dans 
l’initiation de processus de réparation tissulaire pour le maintien de l’homéostasie, ainsi que 
la symbiose avec des micro-organismes bénéfiques constituant le microbiote.  
Depuis des décennies, la communauté d’immunologistes a classifié le système immunitaire en 
deux parties : l’immunité « innée » et l’immunité « adaptative ». Cette classification est 
justifiée à la fois par le type de cellules engagées dans chacune d’elle mais aussi par la rapidité, 
la spécificité, la durée et les fonctions effectrices impliquées dans la mise en place de la 
réponse immunitaire (figure 1). Cependant, cette dichotomie entre immunité innée et 
adaptative tend à s’amenuiser au fur et à mesure de la recherche actuelle montrant que ces 
deux pans de l’immunité sont étroitement interconnectés, par un dialogue important et une 
forte complémentarité. En outre, de plus en plus de cellules immunitaires se trouvent à 





Figure 1. Le système immunitaire inné et adaptatif1. 
L’immunité innée est une réaction quasi-immédiate après une reconnaissance dite non-
spécifique permettant ainsi une réponse face à une grande variété de microorganismes 
différents. De nombreux acteurs cellulaires sont engagés lors de cette réponse. Parmi ces 
cellules, on retrouve des cellules résidentes des tissus comme les macrophages ou les 
mastocytes, mais aussi les neutrophiles, les monocytes, les cellules dendritiques, les 
basophiles, les éosinophiles, et les cellules NK. Plus récemment, de nouvelles populations 
lymphoïdes innées ont été caractérisées et nommées ILC comportant 3 sous catégories (ILC1, 
ILC2 et ILC3). Ensemble, elles constituent la première ligne de défense cellulaire en 
déclenchant l’attaque initiale et appellent en renfort les cellules de l’immunité adaptative 
pour « terminer le travail ». 
A l’opposé, l’immunité adaptative demande une mise en place plus longue permettant 
d’identifier les cellules spécifiques du pathogène, avec la capacité de garder en mémoire les 
pathogènes rencontrés. Cette réponse immunitaire adaptative est conduite par les 
lymphocytes T et les lymphocytes B. De ce fait, cette réponse est composée d’une réponse 
cellulaire par l’action des lymphocytes T coordonnant l’action des cellules immunitaires et 
éliminant les cellules infectées ou tumorales, et d’une réponse humorale basée sur les 
immunoglobulines produites par les cellules plasmatiques. La mise en place de cette immunité 
adaptative est dépendante de l’immunité innée. En effet, des cellules présentatrices de 




lymphoïdes afin de rencontrer les lymphocytes T et activer ceux étant spécifiques des 
antigènes présentés. Grâce aux réarrangements génétiques advenus lors de leur 
développement, la plupart des lymphocytes T αβ possèdent un récepteur T (TCR) unique, 
correspondant à un antigène spécifique. De plus, ces lymphocytes T sont caractérisés à la fois 
par l’expression du marquage de lignage CD3 avec CD4 ou CD8, récepteurs intimement liés à 
la reconnaissance de la cible. Les lymphocytes T représentent une grande famille de sous-
populations incluant les lymphocytes T CD8+ cytotoxiques, les lymphocytes T CD4+ auxiliaires 
conventionnels (Th1, Th2 et Th17), les lymphocytes T folliculaires (Tfh) et un groupe 
hétérogène de lymphocytes T régulateurs (Treg) (figure 2). Cependant, d’autres sous-
populations de lymphocytes T existent ayant une diversité de répertoire du TCR plus réduit : 
les lymphocytes Tγδ et les NKT. Toutefois, ces populations cellulaires T se situent à l’interface 
entre les immunités innée et adaptative. 
 
Figure 2. Représentation schématique de l’activation et différenciation des lymphocytes T en 
réponse à l’activation d’une APC. La reconnaissance de complexes peptide/CMH en combinaison avec les 
signaux costimulateurs et les cytokines produites par l’APC, entraîne la stimulation du TCR et ainsi l’activation et 




conventionnel (Th1, Th2, Th17 et Tfh) ou régulateur se fait selon le contexte cytokinique. Les cellules effectrices 
subissent ensuite une expansion clonale pour assurer la défense de l’organisme. Adaptée de la thèse de Julie De 
Meester, 2011. 
Par ailleurs, un des points communs entre ces deux catégories d’immunité est la fonction 
cytotoxique qu’arborent plusieurs populations de cellules immunitaires (Figure 3). Les acteurs 
cytotoxiques principalement décrits dans la littérature sont les cellules NK et les lymphocytes 
T CD8+, mais les lymphocytes Tγδ et NKT possèdent aussi une activité lytique. De plus, 
l’activité suppressive des Treg sur les T conventionnels peut, parmi une multitude de 
mécanismes identifiés, être effectuée de manière indirecte via l’élimination de l’APC par lyse. 
Enfin, de nouvelles sous-populations de cellules cytotoxiques ont récemment été 
caractérisées parmi les lymphocytes T CD4+ : les CD4 CTL. 
I.1.a Les principaux acteurs : 
Malgré une fonction cytotoxique commune, les cellules NK et les lymphocytes T CD8+ sont des 
populations cellulaires bien différentes l’une de l’autre, permettant probablement une 
complémentarité de leur efficacité face au danger. 
Premièrement, les cellules NK ont été caractérisées depuis des décennies comme étant des 
cellules lymphocytaires non T et non B ayant une cytotoxicité naturelle envers des cellules 
tumorales2,3. Cellules effectrices de l’immunité innée, elles n’ont pas besoin d’activation 
préalable pour assurer leurs fonctions et remplissent ainsi un rôle important dans l’immuno-
surveillance contre les infections virales et les processus tumoraux. Elles n’expriment pas de 
récepteurs spécifiques de l’antigène, en revanche elles possèdent un large éventail de 
récepteurs activateurs et inhibiteurs qui ont pour fonction de différencier le « soi » du « non-
soi » (ou soi altéré). L’intégration de tous ces signaux reçus à travers ses récepteurs détermine 
la réponse des cellules NK4. Parmi les signaux activateurs, la perte de l’expression du CMH de 
classe I est un signal fort ainsi que l’activation synergique de NKG2D et DNAM-15. De plus, les 
cellules NK sont capables d’effectuer une cytotoxicité anticorps-dépendante (ADCC) grâce à 
un récepteur de la partie constante des anticorps (FcγR), comme CD16 (FcγRIII), reconnaissant 
les anticorps liés aux antigènes de la cellule cible6,7. L’importance de l’activité de lyse des 
cellules NK sera notamment abordée plus loin dans ce chapitre (les multiples rôles de l’activité 




Au contraire des cellules NK, les lymphocytes T CD8+ expriment un grand répertoire de TCR 
spécifiques d’antigènes mais ceux-ci n’ont pas de potentiel lytique au stade naïf, ils 
l’acquièrent après activation lors de la reconnaissance de peptides présentés par une APC via 
le CMH de classe I. Ceux ayant effectué cette reconnaissance spécifique vont alors subir une 
forte expansion clonale afin de former une armée de cellules effectrices. Au cours de ce 
processus, l’expression des molécules lytiques, comme la perforine et le granzyme B ainsi que 
FasL, augmente afin d’obtenir des lymphocytes T cytotoxiques (CTL) armés. Pour plus de 
détails sur l’activation et la différenciation des lymphocytes T CD8+ en CTL, je vous invite à lire 
le chapitre II de ce manuscrit. Les mécanismes effecteurs de ces CTL y seront aussi précisés. 
La comparaison de ces deux populations cytotoxiques au sein d’une même étude a été réalisée 
par l’équipe de Bousso. Ils ont démontré une différence dans la dynamique de migration dans 
la tumeur et dans le temps de contact avec les cibles, avec les CTL qui diminuent leur vélocité 
lorsqu’ils entrent dans la région tumorale et effectuent des contacts plus long avec leurs cibles, 
comparés aux cellules NK8. Par ailleurs, le contenu en molécules lytiques, granzymes et 
perforine, est très similaire mais avec une quantité plus importante de granulysine est 
exprimée par les cellules NK9. Ainsi, par leur différence de mécanismes de reconnaissance, ces 
deux populations lytiques peuvent éliminer une grande variété de cibles et suggèrent une 
complémentarité de fonction de ces cellules.  
I.1.b Les acteurs moins populaires : 
Cependant, même si les CTL et les cellules NK ont été les premiers à être identifiés comme 
cellules dont la fonction principale est la cytotoxicité, d’autres populations cellulaires 
possédant cette activité ont été caractérisées et peuvent complémenter l’élimination des 
cellules altérées de l’organisme telles que les cellules T γδ et les cellules iNKT. 
Les lymphocytes T γδ ont été nommés ainsi du fait de la composition de leur TCR par les 
chaînes γ et δ. Cette population représente 1 à 10% des lymphocytes T circulants et est 
abondamment présente au niveau des tissus comme la peau ou la muqueuse intestinale. 
Contrairement aux lymphocytes T αβ, les T γδ sont capables d’initier rapidement la réponse 
immunitaire sans passer par des phases d’expansion clonale ou de différenciation10. D’un 
autre côté, ces cellules subissent aussi un réarrangement du TCR, avec un répertoire plus 




immunitaire adaptative12,13. Ces cellules sont qualifiées de non conventionnelles car elles 
reconnaissent des antigènes sous forme native, phosphorylés ou des lipides, et sans restriction 
aux molécules du complexe majeur d’histocompatibilité (CMH)14–16. Leurs mécanismes 
effecteurs sont similaires aux lymphocytes T αβ avec une capacité à éliminer les cellules 
infectées par des récepteurs de la mort (ex Fas/FasL) ou via le couple de molécules lytiques 
granzyme B/perforine ou encore via la production de cytokines. En revanche, par une 
reconnaissance d’antigènes généralement non vus par les lymphocytes T αβ, les lymphocytes 
T γδ jouent un rôle non redondant dans l’immunosurveillance des tissus. 
D’autre part, les cellules iNKT, signifiant cellules NKT « invariantes », représentent une 
population particulière de lymphocytes T issus du thymus qui expriment à la fois des 
marqueurs de cellules NK avec un TCR semi-invariant (une chaîne α strictement conservée 
combinée avec un nombre limité de chaines β). Ces cellules agissent comme des sentinelles 
immunitaires reconnaissant des antigènes lipidiques présentés par CD1d (une molécule 
similaire au CMH de classe I)17,18. Les iNKT sont rapidement activés lors d’une infection et 
orchestrent à la fois le système immunitaire inné et adaptatif par leur production cytokinique. 
Elles jouent un rôle clef dans le contrôle de l’infection et l’immuno-surveillance anti-
tumorale19,20. Enfin, elles sont aussi impliquées dans la protection contre certaines maladies 
auto-immunes21. 
Par ailleurs, n’oublions pas les lymphocytes T régulateurs (Treg) ayant un rôle primordial pour 
le maintien de la tolérance périphérique. Ils ont été caractérisés chez l’Homme comme des 
lymphocytes T CD4+ exprimant constitutivement et fortement la chaîne alpha du récepteur à 
l’interleukine 2, CD2522. Suite à leur identification, ils ont été amplement étudiés permettant 
l’identification du facteur de transcription Foxp3 caractéristique de cette population et clef 
dans leur fonction suppressive23. Cette fonction suppressive se révèle être médiée par 
différents mécanismes d’actions. Quatre grands modes d’action sont possibles avec (i) les 
cytokines immunosuppressives (comme l’IL-10), (ii) la perturbation métabolique (comme la 
production d’adénosine via les ectoenzymes CD39/CD73), (iii) l’immunosuppression directe 
de la maturation et fonction des cellules présentatrices de l’antigène (via CTLA-4 par exemple), 
ou encore (iv) la cytolyse directe afin d’éliminer des APC, mais aussi des lymphocytes T 
effecteurs24. Cette dernière est possible grâce aux molécules lytiques granzyme B et perforine. 




pas claire (en lien avec la figure 3), pour les APC, cela pourrait être médié par une 
reconnaissance via le TCR et le complexe peptide-CMH, mais il a aussi été démontré que la 
lyse peut être déclenchée par les récepteurs Trail25 ou DNAM-126. 
I.1.c Les nouveaux : 
Aux côtés des fonctions « helper » ou suppressive, les lymphocytes T CD4+ présentant une 
activité cytotoxique directe en réponse à des agents pathogènes variés ont été identifiés chez 
l’Homme et la souris. Ces cellules pourraient potentiellement contribuer, au même titre que 
les lymphocytes T CD8+ cytotoxiques, à la surveillance immune des cancers en induisant la lyse 
spécifique des cellules malignes. Ce qui représente un nouvel intérêt en tant qu’alternative 
aux traitements anti-cancéreux que ce soit en thérapie cellulaire ou dans la conception 
d’immunothérapies. L’activation et différenciation de lymphocytes T CD4+ en lymphocytes T 
CD4+ cytotoxiques (CD4 CTL) seront abordés plus en détails dans le chapitre II. 
 
Afin de pouvoir comparer toutes ces populations immunitaires présentant une activité 
cytotoxique, leurs nombres relatifs et absolus dans le sang ont été répertorié (Tableau 1). En 
outre, une représentation schématique reprend les principaux mécanismes de reconnaissance 
de la cible et les principaux médiateurs de leur activité cytotoxique (Figure 3). 
Type cellulaire Nombre absolu (x109/L de sang) Nombre relatif (%) 
Lymphocytes T (totaux) 0.78-3.0 50-91a 
Cellules NK 0.10-1.2 5-49a 
Lymphocytes T CD8+ cytotoxiques 0.2-1.2 12-40a 
Lymphocytes Tγδ 0.025-0.2 0.83-11a 
Cellules NKT 0.023-0.41 1-18a 
Lymphocytes T régulateurs 0.025-0.18 4-17b 
Lymphocytes T CD4+ cytotoxiques N.A N.A 
Tableau 1. Récapitulatif des pourcentages de chacune de populations immunitaires ayant une 
capacité cytotoxique. Ces chiffres ont été obtenus à partir d’une étude sur les populations lymphocytaires T 
sur une cohorte de 13 à 21 personnes saines27. a : % parmi la population totale de lymphocytes périphériques ; 
b : % parmi les lymphocytes T CD4+  
Ainsi, les acteurs principaux de l’activité cytotoxique immunitaire, cellules NK et CD8+ CTL, 




En revanche, même si l’induction de l’apoptose se fait principalement via le couple 
perforine/granzyme B ou le récepteur de mort Fas, la reconnaissance de la cible est quasiment 
unique à chaque type cellulaire. Par exemple, cette reconnaissance peut être effectuée par 
une reconnaissance spécifique, restreinte au CMH de classe I ou II, ou d’autre molécules 
similaires au CMH, en lien avec une nature de l’antigène reconnu différente, ou par la 
combinaison d’autres récepteurs activateurs et inhibiteurs (KAR et KIR). De ce fait, chaque 
population cytotoxique démontre peu de redondance dans la reconnaissance de leurs cibles, 
impliquant une complémentarité dans la fonction cytotoxique globlale lors de contextes 
pathologiques comme les infections ou le processus tumoral. 
Figure 3. Représentation schématique des populations cellulaires immunitaires possédant 
une activité de lyse. Ici est représenté la reconnaissance de la cellule cible (grise) pour sa lyse contact-
dépendante via la délivrance des granules lytiques ou le récepteur de mort Fas. Certaines sous-populations, 
parmi les cellules NK ou les lymphocytes T γδ, expriment le FcR CD16 permettant la lyse par un phénomène 
appelé ADCC. De plus, un point commun aux cellules NK, CD8 CTL, CD4 CTL, T γδ, et iNKT est l’expression du 
récepteur activateur NKG2D (faisant parti des KAR représentés ici pour les cellules NK). 
Par ailleurs, la présentation des cellules immunitaires ayant une capacité cytotoxique dans ce 




il a été décrit que les neutrophiles28, les monocytes/macrophages29 mais aussi une sous-
population de cellules dendritiques30 expriment une molécule lytique clé, le granzyme B, et 
peuvent excercer une activité cytotoxique. 
En outre, récemment Wang et collaborateurs ont identifiés une nouvelle population appelée 
« NKB » pour des cellules B « NK-like ». En effet ces cellules expriment à la fois CD19 et un BCR 
mais aussi un marqueur de cellule NK, NK1.131. Les auteurs ont caractérisé une action innée 
très rapide avec une sécrétion de cytokines (IL-18 & IL-12). En revanche ils n’ont pas décelé 
d’activité cytotoxique face à une lignée de lymphome. Néanmoins, ces cellules pourraient se 
révéler lytiques dans d’autres contextes que le cancer, comme les infections ou encore l’auto-
immunité. 
Pour conclure, la multiplicité des types cellulaires présentant une activité cytotoxique suggère 
que celle-ci est au cœur de notre système immunitaire.  
I.2. Les multiples rôles de l’activité cytotoxique 
Etant donné le rôle de défense du système immunitaire, cette activité cytotoxique a 
évidemment un rôle bénéfique envers l’organisme par l’élimination des agents pathogènes, 
la surveillance de processus tumoraux mais aussi pour l’homéostasie des cellules effectrices 
afin que la réponse immunitaire ne dégénère pas une fois le danger passé. D’un autre côté, si 
mal contrôlées, ces cellules cytotoxiques peuvent attaquer le soi, entraînant des maladies 
auto-immunes. Ainsi, j’adresserai ici les rôles de l’activité cytotoxique médiée par les cellules 
immunitaires précédemment présentées, avec une accentuation particulière sur les acteurs 
principaux, et les plus étudiés : les lymphocytes T CD8+ cytotoxiques et les cellules NK. 
I.2.a Défense contre les infections virales, bactériennes et parasitaires 
Une réponse immunitaire protectrice contre l’invasion de pathogènes, qu’ils soient d’origines 
virale, bactérienne ou parasitaire, consiste en un effort concerté d’une multitude de cellules 
effectrices innées et adaptatives. Ainsi les cellules cytotoxiques vont contribuer à la 
reconnaissance et l’élimination des cellules infectées de l’organisme. Les populations 
cellulaires plus connues pour leur activité lytique directe des cellules infectées sont les cellules 
NK et les lymphocytes T CD8+ cytotoxiques. Les cellules NK entrent en action rapidement, puis 




l’action des cellules NK. Les cellules NKT ne sont pas en reste, elles jouent aussi un rôle dans 
l’élimination de cellules infectées par cytotoxicité directe, dans un contexte d’infections 
virales32,33,34. Mis à part une activité cytotoxique bien identifiée envers les cellules infectées, 
la fonction lytique est aussi utilisée contre les cellules immunitaires afin de mener à bien 
l’infection. En effet, l’activité de lyse des cellules NK joue aussi un rôle dans l’élimination de 
lymphocytes T régulateurs, afin de moduler leur présence et ainsi leur activité suppressive, 
dans le contexte d’une infection à mycobacterium tuberculosis35. De plus, les cellules NK sont 
aussi capables de tempérer la réponse des lymphocytes T par lyse de ces derniers36. En effet, 
en l’absence de cellules NK, la réponse antivirale est plus rapide et efficace mais cela aboutit 
à l’émergence d’auto-immunité37. Ainsi en cas d’infection chronique, l’activité de lyse des NK 
permet aussi de réguler la réponse T afin d’éviter des dommages collatéraux sur les tissus 
sains. 
I.2.b Activité anti-tumorale 
Burnet a été le premier scientifique à émettre le concept d’immuno-surveillance tumorale en 
197038. Depuis, il a été largement admis que les mécanismes cytotoxiques exercés à la fois par 
des cellules immunitaires innées (comme les cellules NK) et des cellules immunitaires 
adaptatives (comme les CTL) contribuent à l’immunité anti-tumorale en éliminant les cellules 
du soi transformées ou en créant un environnement local empêchant la croissance tumorale. 
Cette notion est renforcée par l’observation de souris déficientes pour le gène codant la 
perforine : en effet, celles-ci développent spontanément des tumeurs avec l’âge, en particulier 
des lymphomes B39. De même, chez l’Homme, il a été suggéré que des mutations bi- ou mono-
alléliques du gène codant la perforine perturbent les mécanismes d’immuno-surveillance 
basés sur l’activité cytotoxique, favorisant ainsi l’émergence de lymphoproliférations 
malignes, telles des lymphomes B et T et la maladie de Hodgkin40. Ainsi les cellules lytiques 
exprimant la perforine, incluant les CTL, les cellules NK, les cellules NKT41 et les Tγδ sont 
nécessaires dans la surveillance immunitaire anti-tumorale. 
I.2.c Contrôle de l’homéostasie immunitaire 
Les lymphocytes T ayant une spécificité antigénique donnée sont présents en un nombre très 
réduit dans des conditions non pathologiques. En effet, de nombreuses études chez la souris 




cellules/rates (définis chez la souris)42–46. En revanche, une fois l’expansion clonale effectuée, 
une armée de clones effecteurs près à tuer sont formés. Blattman et collaborateurs ont 
notamment estimé que suite à une infection (LCMV), les lymphocytes T CD8+ subissent plus 
de 14 divisions en 1 semaine, générant ainsi une population d’environ 10 millions 
d’effecteurs44. Une fois le pathogène éliminé de l’organisme, les cellules réactives doivent 
retourner au nombre initial (homéostasie des lymphocytes T) tout en gardant un pool de 
cellules mémoires. La perforine semble être impliquée dans le processus d’élimination des 
lymphocytes T CD8+ après une infection aiguë à un pathogène. En effet, les souris déficientes 
pour la perforine montrent une expansion clonale élevée et une persistance de lymphocytes 
T spécifiques du virus47. La disparition des cellules effectrices T est essentielle car sa 
persistance cause le syndrome hémophagocytique résultant d’une activation et d’une 
prolifération incontrôlées des lymphocytes T, ce qui entraîne une activation excessive des 
macrophages et de multiples effets délétères48–50. Ce phénomène, aussi appelé phase de 
contraction, implique également la mort induite par l’activation (AICD) ou par les récepteurs 
de mort comme Fas. Ces notions seront évoquées dans le chapitre II.  D’autres hypothèses de 
régulation ont été avancées, comme l’infection des lymphocytes T eux-mêmes qui mènerait à 
la lyse fratricide. En effet, certains virus lymphotropiques (ex CMV, HTLV-1) infectent 
naturellement les lymphocytes T CD8+ 51. Un autre mécanisme consisterait en l’acquisition, 
par transfert suite à ses actions de lyse directe, d’une forte quantité de complexes p-CMH à la 
surface du lymphocytes T CD8+, permettant ainsi la diminution de la réponse CTL par 
fratricide52,53. Enfin, de manière indirecte, l’élimination perforine-dépendante des APC agirait 
comme un mécanisme régulateur afin d’empêcher l’accès des APC au nœud lymphatique et 
l’activation de lymphocytes T spécifiques additionnels54. Par ailleurs, les CTL ne sont pas les 
seuls à participer à leur propre homéostasie cellulaire, il a aussi été démontré plus récemment 
que les cellules NK participaient au contrôle de l’homéostasie des CTL dans le cadre d’une 
infection pour prévenir du développement du syndrome hémophagocytique55. Ainsi, en plus 
d’une activité sécrétoire cytotoxique essentielle pour éliminer les cellules infectées ou 
tumorales, les cellules cytotoxiques NK et CTL sont capables d’utiliser cette sécrétion lytique 





I.2.d Implication dans les réponses auto-immunes 
En contrepartie de leur rôle protecteur, les cellules cytotoxiques sont parfois aussi impliquées 
dans le déclenchement de maladies auto-immunes. Cela a été clairement démontré dans des 
modèles de souris de diabète spontané ou d’encéphalomyélite expérimentale (EAE). En effet, 
malgré une infiltration lymphocytaire au niveau du pancréas, la déficience en perforine 
éliminait, ou diminuait fortement, la sévérité de la réponse auto-immune envers les cellules β 
du pancréas58,59. Dans la pathogénicité de la sclérose en plaque et l’EAE, plusieurs populations 
cytotoxiques sont impliquées : les lymphocytes T CD8+ cytotoxiques29, mais aussi les 
lymphocytes T CD4+ cytotoxiques30, ainsi que les cellules NK principalement responsables de 
la destruction des tissus60. 
D’autre part, dans le contexte de la mise en place d’une maladie auto-immune, la fonction 
cytotoxique des différentes populations immunitaires n’est pas seulement pathogénique, elle 
joue aussi un rôle dans la régulation des cellules pathogéniques. Comme introduit 
précédemment, les lymphocytes T régulateurs peuvent avoir une fonction cytotoxique mais 
la part de celle-ci dans l’auto-immunité n’a pas encore été étudiée. En revanche, il a été 
démontré que les lymphocytes T CD8+ possèdent aussi une activité régulatrice, par leur 
fonction cytotoxique sur les lymphocytes T CD4+ auto-réactifs, dans le cadre de la sclérose en 
plaque61,62. De même, les cellules NK ont aussi une activité régulatrice, notamment dans l’EAE, 
par une activité lytique dirigée contre les lymphocytes T auto-réactifs et les APC60. 
En conclusion, parmi les différents contextes pathologiques auxquels est confronté notre 
organisme (infections, tumeurs et auto-immunité), ainsi que pour l’homéostasie cellulaire, la 





II. Aspects fondamentaux des lymphocytes T cytotoxiques (classiques et non classiques) 
La fonction des CTL a longtemps été étudiée comme une propriété exclusivement effectuée 
par la population de lymphocytes T CD8+. Cependant, des sous-populations de lymphocytes T 
CD4+ aux capacités cytotoxiques ont également été identifiées. J’ai donc choisi de présenter 
dans ce chapitre ces deux populations de lymphocytes T cytotoxiques ayant un TCR, dit 
« conventionnel » : αβ. 
II.1. Activation et différenciation des lymphocytes T cytotoxiques 
Avant d’aborder l’activation et la différenciation des lymphocytes T en cellules cytotoxiques, 
je souhaite faire un bref rappel sur le développement de ces lymphocytes T.  
Les progéniteurs lymphoïdes, issus de la cellule souche hématopoïétique, vont quitter la 
moelle osseuse afin de pénétrer dans le thymus et y poursuivre leur différenciation. Les 
cellules en différenciation dans le thymus, aussi appelés thymocytes, subiront une sélection 
positive et une sélection négative qui permettront de s’assurer que les lymphocytes T qui 
sortiront du thymus : seront, premièrement, capables de reconnaître les cellules 
présentatrices de l’antigène et deuxièmement, ne réagiront pas contre le soi. À la sortie du 
thymus, les lymphocytes T qui sont alors naïfs (n’ayant jamais rencontrés l’antigène dont ils 
sont spécifiques) vont gagner, via la circulation sanguine, les organes lymphoïdes secondaires. 
Ces sites favorisent la rencontre entre les lymphocytes T et les antigènes provenant de 
pathogènes présentés à la surface des cellules présentatrices de l’antigène, en condition 
pathologique. En absence d’interaction antigénique spécifique, les lymphocytes T naïfs vont 
circuler entre les différents organes lymphoïdes secondaires. 
II.1.a Les lymphocytes T CD8+  
Les lymphocytes T CD8+ constituent une branche puissante du système immunitaire adaptatif, 
permettant une éradication spécifique de cellules infectées ou encore de cellules tumorales. 
Dès 1975, l’importance de la fonction cytotoxique médiée par des cellules a été démontrée 
par la déplétion des lymphocytes exprimant CD8α et CD8β par des anticorps63–65. Par la suite, 
la restriction au CMH de classe I pour leur sélection, activation et fonction a été identifiée66. 
Les lymphocytes T CD8+ naïfs ne sont pas encore armés pour exercer leur activité effectrice. 




Th1 via les cytokines IL-2 et IFNγ67 ou l’interaction CD40/CD40L68, que les lymphocytes T CD8+ 
s’activent pour produire les molécules effectrices telles que les molécules lytiques69, les 
cytokines ou encore les récepteurs de mort. S’en suit une expansion clonale. Cette expansion 
est conduite par des quantités importantes d’IL-2 produites par les lymphocytes T eux-mêmes. 
L’IL-2 fonctionne alors dans un mode autocrine et paracrine en se fixant sur le récepteur à l’IL-
2, celui-ci étant sur-exprimé lors de l’activation. 
Par ailleurs, suite à l’activation d’un lymphocyte T naïf, une génération d’une multitude de 
sous-populations ayant différents phénotypes et propriétés fonctionnelles est mise en place. 
Un modèle linéaire et progressif de différenciation a alors été proposé sur la base de 
l’expression de CCR7, CD45RA et CD45RO (Figure 4).  
 
Figure 4. Modèle progressif de différenciation des lymphocytes T naïfs après reconnaissance 
de l’antigène présenté par une APC70. 
Les lymphocytes T naïfs (TN) expriment l’isoforme CD45RA, CD62L et CCR7, permettant leur 
circulation mais aussi l’entrée dans les organes lymphoïdes secondaires71. Le signal TCR lors 
de la reconnaissance de l’antigène présenté par l’APC, mais aussi des signaux de co-
stimulation, sont intégrés par le lymphocyte T afin d’initier le programme de prolifération et 
de différenciation. Une première étape de différenciation est le changement d’isoforme de 
CD45 en CD45RO72. Parmi les deux sous-populations exprimant CD45RO, l’une correspond aux 
lymphocytes T centraux mémoires (TCM) exprimant CCR7, tandis que l’autre perd l’expression 
de celui-ci et correspond aux lymphocytes T effecteurs mémoires (TEM)73. Du côté fonctionnel, 




au niveau des organes lymphoïdes et des tissus périphériques, respectivement74. Enfin, au 
bout de la chaîne de différenciation se trouve les lymphocytes T effecteurs (TEFF) à courte 
durée de vie en grande quantité. Plus récemment, l’identification d’une nouvelle sous-
population a été décrite, il s’agit des lymphocytes T mémoires de type cellule souche (TSCM). 
En effet, ces cellules ont la capacité de se renouveler ainsi que la possibilité de générer toutes 
les sous-populations mémoires et effectrices75. Par ces capacités et leur phénotype proche 
des cellules naïves, le modèle de différenciation débute à partir des TN qui se différencient en 
TSCM, puis TCM et TEM pour finir en TEFF (Figure 5). 
Ce modèle progressif s’est enrichi au fur et à mesure de l’identification de nouveaux 
marqueurs permettant l’identification de nouvelles sous-populations ou la proposition de 
nouveaux modèles. Le modèle retenant mon attention est une différenciation des 
lymphocytes T CD8+ naïfs à la fois en cellules effectrices CTL et en TSCM. Les TSCM enclenchent 
les voies de différenciations des différents types de cellules mémoires, mais ces voies ne sont 
pas complétement linéaires avec un retour possible des CTL vers TSCM. Il est aussi possible que 
des T en transition (TTM) peuvent se différencier en CTL sans passer par TEM76. 
 
Figure 5. Modèle discontinu de différenciation des lymphocytes T76. 
Enfin, cette armée de lymphocytes T CD8+ effecteurs antigène-spécifiques, ayant acquis 




l’inflammation. Ainsi les CTL peuvent alors tuer les cellules altérées en dégranulant leurs 
molécules lytiques de manière polarisée77,78 ou par fixation de récepteurs de mort exprimés à 
la surface des cellules cibles et/ou par la sécrétion de cytokines ayant des actions antivirales 
et anti-tumorales. Ces différentes voies de cytotoxicité possibles seront décrites plus en 
détails dans la partie II.2 portant sur les fonctions effectrices des lymphocytes T cytotoxiques. 
Une fois l’inflammation controlée, un phénomène de contraction opère afin de retrouver un 
nombre basal de lymphocytes T CD8+, tout en gardant un pool de cellules mémoires afin que 
le système immunitaire soir réactif en cas de réponse secondaire au pathogène en question. 
II.1.b Les lymphocytes T CD4+ 
Les lymphocytes T CD4+ ont initialement été décrits comme ayant essentiellement un rôle de 
« helpers ». Puis des sous-populations de lymphocytes T CD4+ « régulateurs » ont été 
découvertes. Même si prépondérantes parmi l’ensemble des lymphocytes T CD4+, et 
fortement décrites dans la littérature, une sous-population de lymphocytes T CD4+ possède 
aussi une fonction cytotoxique. En effet, l’identification de lymphocytes T CD4+ dotés d’un 
potentiel cytotoxique direct, dans un contexte antigénique CMH de classe II restreint, remonte 
aux années 197079. Tout d’abord, cette fonctionnalité a été considérée comme un artefact, 
les clones CD4+ à activité lytique étant issus d’une culture in vitro à long terme80 ou générés in 
vivo chez des souris déficientes en CD881. Par la suite, l’identification de CD4 CTL ex vivo dans 
le sang périphérique de patients infectés de manière chronique par des virus divers tels que 
le cytomegalovirus (CMV), le virus d’Epstein Barr (EBV) ou le virus de l’immunodéficience 
humaine (VIH) a prouvé l’existence de ces cellules dans l’organisme82–84. La présence de ces 
dernières a été également mise en évidence dans d’autres pathologies, dans certaines 
infections bactériennes85, dans des maladies inflammatoires et également des pathologies 
auto-immunes86. Enfin, l’activité cytotoxique de lymphocytes T CD4+ a aussi été démontrée 
envers des cellules tumorales (mélanome) exprimant le CMH de classe II87. Ainsi la génération 
de cette population ne semble pas liée à un type de maladie mais à la chronicité de celle-ci. 
En effet, ces CD4 CTL sont décrits comme présentant un phénotype de cellules 





Concernant la différenciation de ces lymphocytes T CD4+, plusieurs études ont révélé des 
origines variées. Vraisemblablement, les CD4 CTL peuvent se développer à partir de Th088,89, 
Th190,91, Th292, Th1793, et Treg94. Néanmoins, les CD4 CTL dérivés de Th1 représentent la plus 
grande majorité des CD4 CTL. Afin d’éclairer l’origine des CD4 CTL, une étude récente a 
identifié la molécule CRTAM comme étant un marqueur précoce de cette population95. Après 
stimulation de lymphocytes T CD4+ naïfs, les auteurs ont purifié la population CRTAM+ et l’ont 
caractérisée comme étant capable de sécréter de l’IFNγ mais aussi granzyme B et perforine. 
De plus, ces cellules présentent une activité cytotoxique, ce sont donc des CD4 CTL. 
Malheureusement, l’expression de CRTAM est transitoire et à ce jour aucun marqueur 
spécifique des CD4 CTL n’a été identifié. Les auteurs ont ainsi proposé un modèle de 
différenciation des CD4 CTL dans une revue (Figure 6). 
 
Figure 6. Modèle de différenciation des CD4 CTL proposé par Takeuchi et Saito96. 
Dans l’ensemble, les mécanismes de lyse des lymphocytes T CD4+ cytotoxiques semblent 
fortement similaires à ceux des lymphocytes T CD8+ cytotoxiques. En revanche, comparés aux 




temps plus long97. Ainsi, dans le cas de cellules altérées exprimant le CMH de classe II, les CD4 
CTL vont pouvoir supplémenter l’action cytotoxique des CD8 CTL. Ils pourraient même agir 
comme une « roue de secours » en cas d’un défaut de mise en place ou d’activité des CD8 CTL. 
 
II.2. Fonctions effectrices des lymphocytes T cytotoxiques 
Les outils pour éliminer les cellules cibles sont multiples avec une possibilité de tuer par 
contact direct (la synapse lytique) ou indirect (les cytokines). Toutefois l’arme principale 
utilisée par les CTL est le contact direct avec la délivrance des granules contenant les 
molécules lytiques. 
II.2.b La synapse lytique 
La synapse lytique est une synapse immunologique spécialisée dans la fonction cytotoxique. 
La synapse immunologique a fortement été étudiée pour le contact entre un lymphocyte T et 
une cellule présentatrice de l’antigène (APC), ce qui a permis de définir son architecture. Ainsi 
cette synapse est caractérisée par une structure en forme d’œil avec au centre le c-SMAC puis 
en périphérie le p-SMAC et enfin le d-SMAC (figure 7)98–100. Les composants majeurs du c-
SMAC sont les molécules clefs pour la reconnaissance et l’activation des lymphocytes T, 
comme l’interaction TCR/CD3 avec le complexe peptide/CMH, et le co-récepteur CD28 ou 
CTLA4 avec CD80/CD86. En revanche, le p-SMAC est composé de molécules d’adhésion 
permettant le maintien de la structure de la synapse, avec par exemple LFA-1 interagissant 
avec ICAM-1 et CD2 avec CD48/CD58. Le d-SMAC est défini comme étant une région enrichie 
en molécules possédant des domaines extracellulaires très longs, comme CD45101 et CD43102. 
Il a été déterminé que l’alignement de ces récepteurs est initialement dû à la taille de leur 
ecto-domaine, supporté par le modèle de ségrégation103. Ainsi le concept général de 
l’organisation synaptique est que le c-SMAC permet la reconnaissance de l’APC suivie par 
l’activation du lymphocyte T, tandis que le p-SMAC et le d-SMAC permettent la conjugaison T-




Figure 7. Architecture de la 
synapse immunologique 
conventionnelle. 
Représentation schématique des 
principaux composants clefs de la 
structure de la synapse 
immunologique dans le c-SMAC 
(vert intense), le p-SMAC (vert) et 
le d-SMAC. Adapté de Yokosuka T. 




Toutefois, la structure de la synapse lytique formée par les lymphocytes T CD8+ cytotoxiques 
n’est pas complètement similaire à la synapse immunologique formée par les lymphocytes T 
CD4+. En effet, il a été démontré qu’à la synapse entre un lymphocyte T CD8+ cytotoxique et 
sa cible, deux domaines distincts sont formés : un domaine de signalisation (correspondant au 
c-SMAC) et un domaine sécrétoire où convergent le centre organisateur des microtubules 
(MTOC) et les granules lytiques77. 
En outre, l’équipe de Griffiths a récemment démontré un rôle clef de la dynamique du 
cytosquelette d’actine dans la synapse lytique. Dans un premier temps, un fort enrichissement 
de l’actine corticale est observé au contact de la cible, puis très rapidement, une « déplétion » 
de l’actine au centre de la zone de contact est effectuée afin de permettre le docking du MTOC 
et le passage des granules lytiques pour leur exocytose104. Effectivement, il a été démontré, 
pour les cellules NK, que les granules lytiques présents au niveau de l’aire synaptique passaient 
au travers des mailles du cytosquelette d’actine105. 
II.2.a Les granules lytiques  
La délivrance des granules lytiques est un mécanisme rapide pouvant advenir en l’espace de 
quelques minutes. Ceux-ci sont des endo-lysosomes spécialisés contenant de multiples 





Tableau 2. Récapitulatif des principales protéines composant les granules lytiques. 
Les molécules lytiques contenues dans ces vésicules spécialisées sont la perforine, la 
granulysine et les granzymes. La dégranulation peut être détectée par l’exposition au niveau 
de la membrane cellulaire de glycoprotéines lysosomiales comme Lamp-1106.  
La perforine joue un rôle décisif dans l’induction de la lyse des cellules cibles. L’importance de 
cette molécule est attestée à la fois par des études sur des modèles de souris KO et chez des 
patients atteints de mutations sur le gène correspondant. Les souris déficientes en perforine 
développent des lymphomes spontanés39 tandis que les patients déficients en perforine 
développent des réponses immunes cytotoxiques diminuées mais des réponses cytokiniques 
exacerbées face à des infections par des pathogènes intracellulaires107. La perforine a une 
forte homologie de séquence avec la protéine C9 du complément qui est connue pour former 
des pores dans les membranes cellulaires108. Il a donc été proposé que la perforine induit la 
mort des cellules cibles en créant des pores dans les membranes plasmiques permettant 
l’entrée d’autres molécules lytiques dans la cellule cible109,110. La formation de ces pores n’est 
pas suffisante pour entraîner la mort de la cellule cible mais permet l’entrée des granzymes et 
de la granulysine dans celle-ci. Différents modèles d’entrée des granzymes et granulysine ont 
été proposés : le premier étant l’entrée par les pores de perforine, le deuxième serait une 
internalisation des molécules lytiques111 et le dernier serait une entrée de calcium par les 
pores de perforine déclenchant la fonction de réparation cellulaire de la cible permettant 
l’internalisation des molécules lytiques112,113. 
Les granzymes sont des sérines protéases impliqués dans les détériorations cellulaires des 
cellules cibles. Une fois entrés dans la cellule cible, par un mécanisme discuté plus haut, les 




identifiés chez l’Homme : A, B, H, K et M. Les principaux sont les granzymes A et B ayant une 
forte activité pro-apoptotique.  
Le granzyme A induit un processus apoptotique au sein de la cellule cible via une voie 
indépendante de caspases115. Il agit via de multiples mécanismes parmi lesquels l’induction 
de cassure dans l’ADN cellulaire, l’inhibition des mécanismes de réparation de l’ADN ou encore 
la destruction de la laminine ou de l’histone 1. Son action majeure réside dans le clivage d’un 
complexe associé au réticulum endoplasmique appelé le complexe SET. Ce clivage va libérer 
des protéines telles que NM23-H1 (nonmetastatic protein 23 homologue 1) qui vont induire 
la dégradation de l’ADN116. 
Les granzymes B humains et murins, bien que tous deux très pro-apoptotiques, agissent via 
des mécanismes différents117. Le granzyme B humain agit majoritairement via le clivage de la 
molécule Bid (membre de la famille des molécules pro-apoptotiques)118. Ce clivage entraîne, 
entre autre, la libération par les mitochondries de cytochrome c119 qui conduit à l’activation 
d’un grand nombre de caspases120. Le granzyme B peut également agir directement sur la 
caspase-3 et la caspase-8 induisant, entre autre, la fragmentation de l’ADN cellulaire121–124. 
Les granzymes H, K et M sont appelés granzymes orphelins. Leurs fonctions chez l’Homme ne 
sont pas encore complètement définies. Par exemple le granzyme K est une protéase qui 
induit l’apoptose par un mécanisme Bid-dépendant112 tandis que le granzyme M semble 
induire la mort cellulaire via le clivage des Ezrins (des protéines liant l’actine à la membrane 
plasmique) et l’α-tubuline125. 
Enfin, la granulysine, exprimée 3 à 5 jours après l’activation des CTL, a une activité cytotoxique 
sous la forme protéique de 9 kDa envers les bactéries intracellulaires et les cellules 
tumorales126,127. Elle pourrait agir via la libération de cytochrome c par les mitochondries et 
l’activation de la caspase-3112. De plus, par une homologie aux protéines « saposine-like », elle 
possèderait aussi une action « perturbatrice » de la membrane128. Ainsi différents modèles 
d’entrée de la granulysine ont été proposés : une entrée par les pores formés par la perforine 
mais aussi une entrée de manière perméante à la membrane129. 
II.2.c Les cytokines 
Les lymphocytes T CD8+ cytotoxiques sécrètent des cytokines comme l’IFNγ et le TNFα qui ont 




L’IFNγ est une cytokine produite majoritairement par les cellules NK, les cellules NKT, les 
lymphocytes Th1 et les lymphocytes T CD8+ cytotoxiques. Sa nécessité dans le système 
immunitaire est illustrée par l’occurrence de tumeurs et phénomènes inflammatoires ou auto-
immuns quand sa production et/ou sécrétion130,131,132 est défective, de même si son récepteur 
est déficient133. L’IFNγ peut directement inhiber la réplication virale et possède des propriétés 
anti-tumorale, immuno-stimulatrice et immuno-modulatrice134. Cette cytokine peut aussi 
promouvoir la présentation antigénique et l’activité lysosomale des macrophages, l’activation 
des APC, l’up-régulation des molécules du CMH de classe I, l’adhésion et la fixation nécessaire 
pour la migration leucocytaire, l’activité des cellules NK et la différenciation Th1 (par l’up-
régulation du facteur de transcription T-bet)135,136. 
Le premier rôle du TNFα est l’orchestration des cellules immunitaires lors de l’inflammation. 
Le TNFα est aussi capable d’induire l’apoptose et l’inflammation, ainsi que d’inhiber la 
réplication virale et le développement tumoral. Cette cytokine est majoritairement produite 
par les macrophages mais aussi par d’autres cellules immunitaires comme les lymphocytes T. 
Une augmentation locale de la concentration en TNFα cause les signes typiques de 
l’inflammation : rubor, calor, tumor, dolor (rougeur, chaleur, gonflement et douleur 
respectivement)137. Une régulation anormale de la production de TNFα peut causer une 
variété de pathologies humaines, dont des cancers138. La fixation du TNFα au récepteur du 
TNF de type 1 (exprimé par la plupart des cellules) peut amener à l’activation des domaines 
de mort, induisant ainsi l’apoptose dans la cellule cible139. En particulier, cette cytokine semble 
être impliquée dans la mort des lymphocytes T CD8+ induite par l’activation (AICD), régulant 
ainsi la conclusion de la réponse immunitaire pour retourner à l’état d’homéostasie cellulaire. 
Cependant, la mort induite par le TNF joue seulement un rôle mineur comparé à ses autres 
fonctions dans le processus inflammatoire. 
II.2.d Les voies alternatives de l’activité cytotoxique 
La deuxième voie majoritairement impliquée dans l’activité cytotoxique des CTL CD8+ est la 
voie Fas/FasL (Fas-ligand)140. FasL est un récepteur de mort appartenant à la super-famille des 
récepteurs au TNF141. Cette molécule est exprimée à la surface cellulaire ou sécrétée suite au 
clivage de la forme membranaire par une metalloprotéïnase zinc-dépendante : la 
matrilysine142. L’interaction du récepteur Fas exprimé par la cellule cible avec FasL induit la 




à l’état basal par les CTL mais son expression est induite quelques heures après la stimulation 
du TCR. Cette cinétique d’expression est à l’origine des 2 moyens d’action de cette voie. 
L’équipe de Griffiths suggère, en 1999, que FasL est stocké et sécrété avec la perforine et les 
granzymes et peut par conséquent induire la mort des cellules cibles144. Cependant, 
l’expression basale de FasL étant réduite, ce mécanisme est minoritaire et la cytotoxicité 
optimale induite par cette voie a lieu lorsque de nouveaux ligands sont synthétisés, soit 
quelques heures après la stimulation du TCR145.  
De manière générale, il a été clairement démontré qu’à la fois les lignées cellulaires CD8+ et 
CD4+ humaines et murines cultivées peuvent utiliser à la fois les voies Fas/FasL et 
perforine/granzymes88,146,147. Cependant, les expériences de transplantation in vivo et les 
maladies de greffe contre l’hôte (GvHD) dépendant du CMH de classe I ou de classe II 
(effecteurs CD8 et CD4 respectivement) suggèrent que la voie perforine/granzymes domine 
l’activité cytotoxique dépendante du CMH classe I et que la voie Fas/FasL domine l’activité 
lytique dépendante du CMH classe II148,149. 
II.3. Questions ouvertes 
Suite à ce chapitre peignant une vue générale sur l’activation et la différenciation des 
lymphocytes T CD4+ et CD8+, ainsi que leurs mécanismes effecteurs, je choisis d’aborder ici les 
questions de mesures de l’activité cytotoxique de ces cellules effectrices. A l’heure actuelle, 
plusieurs tests de cytotoxicité ont été mis en place avec différents « readouts », mais de 
manière globale, tous ces tests permettent la mesure de l’activité de lyse au niveau de la 
population effectrice face à la population cible (exemples : relargage du chrome, marquage 
des cellules mortes en cytométrie en flux, etc.). En revanche, ils ne permettent pas d’identifer 
la participation de chaque cellule individuelle à l’activité de lyse mesurée. Ce qui soulève la 
question : est-ce que tous les lymphocytes T cytotoxiques participent de manière homogène 
à l’activité de lyse globale ? C’est-à-dire, est-ce qu’ils éliminent le même nombre de cibles au 
cours du temps ? Nous formulons l’hypothèse d’une hétérogénéité dans la capacité de lyse 
des CTL pour la mise en place, à la fois d’un partage entre les fonctions de lyse et de sécrétions 
de cytokines, mais aussi en rapport à la différenciation des lymphocytes T en cellules 




lien entre une capacité de lyse importante ou réduite et la capacité de garder un pool de 
cellules mémoires ? 
 
Par ailleurs, afin d’étudier plus en profondeur les acteurs moléculaires impliqués dans 
l’activité de lyse de lymphocytes T humains, les immunodéficiences primaires correspondant 
à une déficience naturelle d’une protéine représentent des modèles de choix. En effet, 
l’importance de la perforine et des molécules impliquées dans son acheminement a 
notamment été révélée par l’étude d’immunodéficiences primaires150,151. Mon  laboratoire 
étudie depuis longtemps l’impact de la déficience de la protéine du syndrome de Wiskott-
Aldrich, notamment au niveau des lymphocytes T CD4+ provenant de patients. Qu’en est-il de 






III. Défaut d’activité cytotoxique dans le contexte du syndrome de Wiskott-Aldrich 
Le rôle central du système immunitaire dans la survie de l’organisme face à la survenue 
d’infections et de cancers est souligné par les cas d’immunodéficiences primaires (PID), 
pathologies rares d’origine génétique dans lesquelles des défauts moléculaires entraînent des 
dysfonctionnements du système immunitaire. Les PID sont à distinguer des 
immunodéficiences secondaires, acquises suite aux conséquences d’une autre maladie 
(comme lors d’une infection par le VIH) ou suite à des facteurs environnementaux (cas de 
malnutrition), ou encore suite aux effets secondaires de certaines interventions médicales 
(comme la chimiothérapie). Au travers de l’étude des PID, l’identification de plusieurs 
centaines de gènes, ainsi que leurs implications dans le système immunitaire inné et/ou 
adaptatif a pu être effectuée152. Parmi ces pathologies je me suis plus particulièrement 
intéressée au syndrome de Wiskott-Aldrich (WAS). En effet, cette pathologie liée à des défauts 
de remodelage du cytosquelette d’actine est étudiée depuis 15 ans par mon laboratoire 
d’accueil153 et elle présente un intérêt particulier par rapport à mon optique d’élucidation des 
mécanismes régissant l’activité cytotoxique. En effet les CTL de ces patients présentent une 
efficacité réduite de lyse des cellules cibles, sans que l’on comprenne encore les mécanismes 
sous-jacents154.  
III.1. Le syndrome de Wiskott-Aldrich 
Le syndrome de Wiskott-Aldrich a été initialement décrit par Alfred Wiskott en 1937 puis par 
Robert Aldrich en 1954. Ces deux médecins ont respectivement rapporté les symptômes 
caractéristiques de cette maladie rare (thrombocytopénie, eczéma, et otites répétées) et 
identifié qu’il s’agissait d’une maladie génétique liée au chromosome X 155,156. Actuellement, 
WAS est défini comme étant une immunodéficience primaire récessive liée au chromosome X 
et caractérisée par un tableau clinique complexe associant microthrombocytopénie, eczéma, 
infections récurrentes et une évolution vers des atteintes auto-immunes et tumeurs d’origine 
hématopoïétique (lymphomes B majoritairement)157,158. L’étude de cette pathologie a ainsi 
permis de découvrir le gène WAS, localisé sur le bras court du chromosome X, dont des 
mutations conduisent à une expression défectueuse de la protéine WASP159 chez les patients 
affectés. L’expression de cette protéine est restreinte au système hématopoïétique dans 




Une analyse approfondie de WASP révèle une protéine structurée en 5 domaines (Figure 8). 
Le rôle principal de WASP est actine-dépendant avec la nucléation de nouveaux filaments 
d’actine en réponse à une multitude de récepteurs, comme les récepteurs aux chimiokines ou 
le TCR, menant à plusieurs réponses cellulaires. Pour une analyse approfondie des rôles de 
WASP, au sein des lymphocytes T, je vous invite à lire la revue à laquelle j’ai contribué, se 
trouvant en annexe. 
 
Figure 8. L’activation de WASP, ses partenaires moléculaires et le remodelage du 
cytosquelette d’actine. Dans son état basal, la protéine WASP est sous forme auto-inhibée en raison de 
l’interaction intramoléculaire de son domaine d’homologie au domaine verproline (VCA) et de son domaine de 
liaison à la GTPase (GBD). L’association de la protéine WIP sur le domaine WH1 stabilise la forme auto-inhibée. 
Lors de l'activation d'une large gamme de récepteurs de surface cellulaire (comme le TCR ou les récepteurs aux 
chimiokines), la GTPAse de la famille Rho (CDC42) se lie au domaine GBD, ce qui provoque la libération du VCA. 
Les activateurs WASP supplémentaires incluent la protéine PSTPIP1 et le phosphatidylinositol-4,5-biphosphate 
(PIP2) qui, respectivement, lient le domaine de la polyproline (PPP) et le domaine de base (B). La stabilité de 
WASP actif dépend de l'état de phosphorylation du résidu de tyrosine 291 (Y291), qui est régulé par les tyrosines 
kinases de la famille Src et la tyrosine-protéine phosphatase 12 (PTPN12). WASP sous forme active se lie, via son 
VCA, aux protéines liées à l'actine 2 et 3 (ARP2-ARP3) et l'actine monomérique pour produire une nouvelle 
branche d'actine. Le remodelage dynamique de l'actine repose sur un équilibre entre l'activation et la 




Le cytosquelette d’actine étant nécessaire pour de multiples mécanismes allant de la 
signalisation cellulaire à la formation de podosomes en passant par la migration cellulaire, 
l’impact sur le système immunitaire devient alors multifactoriel. 
III.1.a Impact sur le système immunitaire inné 
La protéine WASP est requise pour de nombreuses fonctions à la fois au niveau des cellules 
immunitaires myéloïdes et lymphoïdes. Les principaux défauts sont répertoriés ci-dessous 
sous forme de schéma (Figure 9).  
Figure 9. Les fonctions de la protéine WASP au niveau des cellules immunitaires161. 
Représentation schématique des principales fonctions cellulaires affectées par la déficience en WASP dans les 
cellules de l’immunité innée (neutrophiles, macrophages, cellules dendritiques) et de l’immunité adaptative 
(lymphocytes T et B). 
Les cellules du lignage myéloïde des patients WAS présentent des défauts de phagocytose liés 
à une incapacité à former des protrusions riches en actine et nécessaires à l’internalisation 
des pathogènes162–164. Ces cellules ont également des défauts dans la formation des 
podosomes et du lamellipode requis pour la migration cellulaire165. Ce défaut de formation du 




dans la formation des protrusions riches en actine, les cellules myéloïdes déficientes en WASP 
ont aussi une réponse aux intégrines anormale169,170. En conséquence, ces cellules présentent 
des défauts d’adhésion, de migration mais aussi de dégranulation et de relargage de radicaux 
libres concernant les neutrophiles. Par conséquence de défauts d’interactions cellulaires liés 
à une mauvaise organisation des synapses immunologiques, les cellules NK des patients WAS 
ont une activité cytotoxique réduite171,172. En outre, il a été montré chez la souris que les 
défauts des cellules dendritiques déficientes en WASP impriment un défaut d’activation des 
lymphocytes T173,174. 
III.1.b Impact sur le système immunitaire adaptatif 
Les lymphocytes T et B des patients WAS présentent également de nombreux défauts 
fonctionnels intrinsèques.  
Les patients atteints de WAS présentent un nombre réduit de lymphocytes B circulants, des 
défauts de formation des follicules B dans les organes lymphoïdes secondaires et une réponse 
anticorps perturbée (faible taux d’IgM et fort taux d’IgA et IgE)175. Tout comme les cellules du 
lignage myéloïde, les lymphocytes B des patients WAS ont des défauts de migration, 
d’adhésion et d’interactions cellulaires. La formation de protrusions riches en actine s’avère 
également défectueuse176,177. Cependant bien que le développement des lymphocytes B ne 
semble pas être affecté par la déficience en WASP, cette dernière impacte fortement leur 
homéostasie et leur maturation en périphérie178,179. 
D’autre part, un paramètre décisif dans l’activation des lymphocytes T est la formation de la 
synapse immunologique78. Or, WASP est recrutée à la synapse immunologique et son absence 
entraîne un défaut de la formation de celle-ci153,180. Ainsi en réponse à la stimulation du TCR, 
l’assemblage localisé de l’actine filamenteuse et le recrutement de protéines ayant un rôle à 
la synapse immunologique, incluant le TCR et les molécules de signalisation associées, sont 
défectueux en l’absence de WASP181. Ceci a des répercussions sur la signalisation du TCR 
menant à des défauts fonctionnels spécifiques pour chaque sous population T182,183 (Figure 7). 
D’une part, l’absence en WASP mène à une réponse des lymphocytes T auxiliaires Th1 altérée 
et ainsi à un déséquilibre de la balance Th1/Th2184. Ceci est non seulement dû à un défaut de 
formation de la synapse immunologique lors de l’activation, mais aussi au rôle nucléaire de 
WASP, jusqu’alors démontré comme spécifique des Th1, pour la promotion de l’expression de 




leurs fonctions suppressives sont défectives186,187. Après stimulation, les Treg de patients WAS 
sont anergiques et ne prolifèrent pas. Par ailleurs, ces Treg ont un défaut de leurs fonctions 
suppressives sur la prolifération et la production d’IFNγ de lymphocytes T CD4+ à la fois dans 
un contexte allogénique et autologue. 
  
Figure 10. Défauts des populations lymphocytaires T 
CD4+. Etant donné que WASP est requise pour plusieurs 
fonctions, son absence résulte en des défauts de fonctions 
cellulaires. Ici sont énumérés les défauts observés dans la 
littérature pour les lymphocytes T CD4+ primaires humains. La 
flèche indique la fonction exercée par les Treg et les croix rouges 
indiquent le défaut majeur des cellules WAS concernées. 
Adapté de Cotta-de-Almeida et al. 2015188. 
Les défauts des lymphocytes T CD4+, présentés ici, peuvent expliquer en partie les 
manifestations cliniques liées au syndrome, notamment la survenue de réponses 
inflammatoires exacerbées et la prédisposition à l’auto-immunité. En revanche, à eux seuls, 
ces défauts n’expliquent pas la susceptibilité aux infections virales récurrentes et la survenue 
anormalement élevée de tumeurs. Une section plus détaillée sera dédiée à la description de 
l’impact de la déficience en WASP dans l’activité cytotoxique des cellules NK et des 
lymphocytes T CD8+ dans différents contextes pathologiques. 
Ainsi, cette déficience naturelle au niveau de cellules immunitaires primaires humaines a 
permis l’identification du rôle de WASP au sein d’une multitude de populations et de fonctions 
cellulaires. La déficience naturelle en WASP constitue donc un modèle de choix pour 
approfondir le rôle de la dynamique du cytosquelette d’actine dans le soutien aux fonctions 
des cellules immunitaires, notamment pour l’étude de la fonction cytotoxique. Ce modèle est 
plus physiologique que les expériences basées sur l’utilisation de drogues interférant avec la 
dynamique du cytosquelette ou même que les souris KO. 
III.2. Défauts d’activité cytotoxique (NK et CTL) 
Comme introduit dans la première partie, la fonction cytotoxique, via les acteurs cellulaires 




l’organisme : élimination des cellules infectées, contrôle des cellules tumorales, l’homéostasie 
et l’auto-immunité. 
Les patients WAS ont une récurrence accrue aux infections bactériennes (comme des otites, 
abcès cutané, pneumonie, entérocolite, ou infection urinaire), virales (comme le virus de 
l’herpès HSV et le cytomégalovirus CMV) ou encore de type fongique (causant la candidose, 
aspergillose et la pneumocytose due à Pneumocystis carinii)189,190.  
Par ailleurs, le développement de tumeurs a une occurrence fréquente dans la mise en place 
du syndrome de Wiskott-Aldrich. Sullivan et collaborateurs ont notamment observé que 13% 
des patients WAS développent des tumeurs à un âge moyen de 9 ans et demi191. Les 
lymphomes sont les tumeurs les plus communément observées.  
Tout comme le développement tumoral, l’auto-immunité a une occurrence fréquente chez les 
patients atteints du syndrome de Wiskott-Aldrich. Il a notamment été estimé qu’environ 40% 
des patients développent de l’auto-immunité et beaucoup d’entre eux développent plusieurs 
manifestations de maladies auto-immunes192. Par exemple, Sullivan et collaborateurs ont 
reporté que les deux tiers des patients ayant des manifestations auto-immunes lié à WAS ont 
de multiples désordres auto-immuns191. Les manifestations les plus communes inclues 
l’anémie hémolytique (14%), la vasculite (13%), les atteintes rénales (12%) et l’arthrite 
chronique (10%). Dans le développement du syndrome, la cause de ces manifestations auto-
immunes pourrait être liée à la formation d’auto-anticorps ou à la présence de lymphocytes B 
et T auto-réactifs. Dans le cas de développement de l’auto-immunité, comme complication du 
WAS, cela pourrait aussi être en lien evec les perturbations de l’homéostasie des lymphocytes 
B et des lymphocytes T régulateurs179,193.  
En revanche, les cas d’infections récurrentes et d’apparitions de tumeurs suggèrent aussi un 
défaut d’activité cytotoxique envers les cellules infectées et tumorales. Les acteurs principaux 
étant les cellules NK et les CTL, quel est l’impact de la déficience en WASP sur leur fonction 
lytique ? Il a été  démontré que l’expression de WASP participe à l’activité cytotoxique des 
cellules NK171 et des CTL154. En revanche, la fonction cytotoxique semble être plus 





III.2.a Les cellules NK 
Le défaut d’activité cytotoxique des cellules NK a été démontré initialement pour 2 patients. 
Ce défaut fonctionnel peut être en partie compensé en augmentant le nombre de cellules NK 
pour ces patients WAS171. Gismondi et collaborateurs ont démontré qu’en plus du défaut 
d’enrichissement de l’actine, le défaut de conjugaison aux cellules cibles contribue aussi au 
défaut cytotoxique des cellules NK172. L’ajout de grande quantité d’IL-2 exogène restore les 
défauts fonctionnels pour les cellules de patients WAS, suggérant que l’IL-2 puissent entraîner 
une voie de signalisation indépendante de WASP qui pourrait compenser son absence. Par 
ailleurs, les cellules NK provenant de patients ayant une mutation du gène WAS, conduisant à 
une expression partielle de WASP (maladie de thrombocytopénie liée à l’X ou XLT), montrent 
un défaut d’enrichissement de l’actine et de formation de conjugués, mais le défaut 
cytotoxique est moins prononcé172.  
D’autre part, un modèle de souris WASP déficientes a démontré, non pas un défaut de 
réponse primaire, mais un défaut de réponse secondaire au virus influenza195,196. Cela laisse 
supposer une forte importance des lymphocytes T cytotoxiques dans les phénomènes 
d’infections récurrentes des patients. 
III.2.b Les CTL 
La question de l’activité cytotoxique des CTL dans le contexte de WAS a été très peu étudiée. 
La première étude dédiée à cette question a été menée par mon laboratoire d’accueil et a 
révélé un défaut profond de prolifération des lymphocytes T CD8+ lors d’une stimulation à 
base d’anticorps, alors que l’activité lytique était préservée envers des blasts PHA allogéniques 
et des cellules B autologues transformées par l’EBV 184. 
Dans une seconde étude, notre laboratoire a montré que les CTL de patients WASP déficients 
ont une capacité lytique réduite vis-à-vis de cibles de type lymphome de Burkitt, pouvant être 
restaurée en rétablissant l’expression de WASP au moyen d’un vecteur lentiviral154. Ce défaut 
a été associé à l’organisation des granules lytiques qui semblait ne pas se polariser 
complètement vers le centre de la zone de contact entre le CTL et la cellule cible tumorale. En 
revanche, la capacité de dégranulation des molécules lytiques, évaluée par l’exposition de 




centre organisateur des microtubules (MTOC). Ces observations soulèvent la question : que 
se passe-t-il à la synapse immunologique en l’absence de WASP ? 
III.3. Questions ouvertes 
Un large éventail de questions peut s’ouvrir. En continuant sur la lancée de l’identification du 
rôle de WASP dans l’activité cytotoxique, nous serions tentés de l’étudier dans d’autres types 
cellulaires cytotoxiques comme les lymphocytes T γδ, les cellules NKT, et les CD4 CTL, ou 
encore l’activité cytotoxique des Treg. De même, qu’en est-il de cette fonction cytotoxique, 
pour chacune des populations aux capacités lytiques, dans tous les contextes pathologiques 
(infections, cancers, auto-immunité) ou d’homéostasie ? 
À l’heure actuelle, une seule étude a montré que, malgré une augmentation du nombre de 
lymphocytes T γδ197, ces cellules provenant de patients WAS ont un défaut de lyse198. 
J’ai choisi ici d’ouvrir sur des questions portant sur la synapse lytique des CTL et le rôle de 
WASP dans celle-ci. En effet la synapse lytique, et sa stabilité, est une structure de haute 
importance afin de polariser les granules lytiques pour délivrer le coup létal de manière 
focalisée, afin d’effectuer une fonction lytique efficace.  
III.3.a Stabilité de la synapse 
Précédemment décrit dans le laboratoire, les lymphocytes T de patients WAS, en contact avec 
une APC, montrent différentes morphologies allant de normale à aberrante (protrusions 
d’actine)181. Cela pourrait avoir pour origine des cellules anormalement dynamiques qui 
oscillent entre différents états synaptiques, passant ainsi de synapses d’aspect normal à des 
synapses allongées de type « kinapse »100. La dynamique de la synapse des CTL WAS face aux 
cibles, ou encore la stabilité de celle-ci, n’a pas encore été évaluée. Des expériences de 
microscopie sur du vivant permettraient de déterminer le défaut de stabilité de leur synapse 
au contact des cibles, par exemple dans leur phase d’arrêt comme l’a démontré Fanny 
Lafouresse, de notre laboratoire, pour les lymphocytes T CD4+ 199. Un manque de temps 
d’arrêt approprié sur la cible pourrait ainsi expliquer le défaut de polarisation des granules 
lytiques154 et donc le défaut lytique.  




En effet, en posant l’hypothèse d’une instabilité de contact des CTL WASP-déficients avec la 
cellule cible, pouvant être de type « kinaptique » plutôt que synaptique, cela permettrait 
d’expliquer que malgré une capacité à dégranuler les molécules lytiques154, celle-ci n’est pas 
effectuée de manière polarisée. Les granules lytiques seraient relargués à côté de la cellule 
cible et ainsi les molécules lytiques pourraient avoir plus de difficulté à atteindre celle-ci. 
Par ailleurs, l’hypothèse d’une instabilité de la synapse suggère que l’attachement à la cellule 
cible n’est pas suffisamment solide. L’intégrine principalement impliquée dans la conjugaison 
de la cellule effectrice à la cellule cible est LFA-1 et par la formation d’un « ring » (au niveau 
du p-SMAC). En effet, LFA-1, par son activité adhésive en liant son ligand ICAM-1, est central 
dans l’ancrage des CTL à leurs cibles et pour la délivrance du coup létal. 
III.3.b Activation de l’intégrine LFA-1 
Nous posons ainsi la question suivante : la protéine WASP aurait-elle un rôle dans l’activation 
de LFA-1 afin de permettre une adhésion ferme à la cellule cible pour promouvoir la stabilité 
de la synapse ? 
Tout d’abord, LFA-1 est une intégrine pouvant se présenter sous 3 formes : une première en 
conformation fermée, puis intermédiaire ayant une faible affinité pour le ligand ICAM-1 et 
enfin une conformation ouverte de haute-affinité200. Sachant que l’inside-out signaling, suite 
à la stimulation du TCR, entraîne l’activation de LFA-1, est-ce que WASP est impliqué dans ce 
phénomène ? Nous formulons l’hypothèse que oui, en partie parce qu’il a été démontré, pour 
les cellules NK de patients WAS, que la voie Cdc42/WASP est essentielle à l’activation de LFA-
1 en réponse aux chimiokines pour l’augmentation de son adhésion par un changement 
conformationnel et donc la migration170. Si cette hypothèse se vérifie, il conviendra de 
comprendre s’il s’agit d’une action directe ou indirecte de WASP. La protéine WASP, activée 
par des récepteurs aux chimiokines ou par la signalisation du TCR, pourrait ainsi interagir 
directement avec LFA-1 et permettre son activation. Sachant qu’il existe un activateur de LFA-
1 associé au cytosquelette d’actine, la taline201, il semble cependant plus probable que WASP 
favoriserait le recrutement de la taline au niveau de LFA-1. Etant donné que la taline et WASP 
sont recrutés à la SI202,203, WASP pourrait interagir directement avec celle-ci. En outre, la taline 
joue un rôle dans la formation des « clusters » de LFA-1 qui régulent la force d’adhésion201. Il 




nombre et leur densité dans le contexte des CTL de patients WAS. Pour ce faire, nous 
pourrions utiliser des techniques de super-résolution comme le SIM (Structured Illumination 




IV. Activité cytotoxique des lymphocytes T régulateurs : application thérapeutique 
Ma passion pour les lymphocytes T ayant une activité cytotoxique m’a amenée à m’intéresser 
à leurs mécanismes non seulement dans des contextes sains et pathologiques, mais 
également dans le cadre d’applications thérapeutiques. Par définition, l’immunothérapie 
permet la prévention ou le traitement de maladies avec des substances stimulant la réponse 
immunitaire. Elle s’est tout d’abord présentée sous la forme de thérapies vaccinales ou à base 
d’anticorps, majoritairement pour lutter contre les infections virales ou bactériennes. Ces 
progrès de la médecine ont permis d’accroître considérablement la longévité de la population 
humaine. Cependant, l’allongement de la vie combiné à des facteurs environnementaux ont 
résulté en la recrudescence de cas de cancers et de maladies auto-immunes. Ces pathologies 
soulèvent de nouveaux challenges pour l’immunothérapie. Le développement de 
l’immunothérapie anti-tumorale commence dans les années 1960 par des greffes de moelle 
osseuse permettant un transfert de cellules immunitaires, avec un grand engouement dans 
les années 1980/1990 grâce à la découverte de CTLA-4204 et PD-1205 ainsi que l’effet de leur 
blocage permettant de lever le « frein » à l’activation des lymphocytes T206,207. Ainsi les 
techniques de vaccinations et d’anticorps ont été appliquées au traitement anti-cancéreux, 
avec des résultats prometteurs en clinique avec l’exemple de thérapies à base d’anticorps 
anti-CTLA-4 (Ipilimumab et Tremelimumab) pour le mélanome208. Par ailleurs, face à la 
diversité des tumeurs, de nouveaux concepts ont vu le jour avec, par exemple, la stimulation 
des lymphocytes T in vivo par le transfert de cellules présentatrices de l’antigène chargées 
avec des antigènes tumoraux209–211. De même, dans le contexte de pathologies auto-immunes, 
de nouvelles stratégies ont été développées comme l’induction de l’anergie des lymphocytes 
T réactifs212, l’induction de la tolérance immunitaire213,214 ou encore la déviation 
phénotypique215,216. 
Une technique plus récente de thérapie à base de transferts de lymphocytes T, en cours 
d’évaluation clinique, semble prometteuse217–219. En effet, un apport direct par l’injection de 
cellules correctement éduquées et armées, l’élimination des cellules tumorales ou le contrôle 




IV.1. Vue générale des thérapies cellulaires à base de lymphocytes T 
Ainsi, deux grandes catégories de thérapies cellulaires ont vu le jour : une première visant à 
éliminer les cellules cancéreuses et une seconde visant à atténuer les inflammations 
exacerbées comme dans le cas de maladies auto-immunes, inflammatoires chroniques ou 
encore le rejet de greffe. Ces immunothérapies cellulaires sont encore actuellement en essais 
cliniques impliquant un large éventail de populations immunitaires qui couvrent l’immunité 
innée et adaptative. Je consacrerai les prochaines sous-parties aux populations 
lymphocytaires T utilisées dans le cadre de thérapies cellulaires anti-tumorales, puis dans le 
contexte anti-inflammatoire. 
IV.1.a Thérapie cellulaire anti-tumorale 
De manière générale, au cours de l’histoire naturelle du développement tumoral, la réponse 
immunitaire se révèle inefficace. Ce constat est à l’origine de nombreux travaux de recherche 
dont l’objectif à terme est de concevoir de nouvelles approches thérapeutiques du cancer. Les 
populations immunitaires connues pour leur activité anti-tumorale, notamment par leur 
fonction cytotoxique, sont les lymphocytes T CD8+ cytotoxiques et les lymphocytes Tγδ 
devenant ainsi un choix tactique préférentiel. Le concept de base est alors d’amplifier sur le 
plan qualitatif et quantitatif, ex vivo ou in vitro, ces effecteurs de la réponse anti-tumorale. 
L’équipe de Rosenberg a pu démontrer dès 1984, par une expérimentation pionnière, 
l’efficacité d’injections de lymphocytes activés permettant la réduction du nombre et de la 
taille des métastases dans plusieurs modèles de tumeurs murines220.  
Depuis, ce procédé a été amélioré pour une adaptation en clinique. Concernant les 
lymphocytes T γδ, plusieurs études ont indiqué la sûreté et une efficacité dans le cadre des 
cancers des poumons et des métastases rénales221–223. Malgré cela, les stratégies en 
immunothérapie des tumeurs se fondent principalement sur l’activation de la réponse 
lymphocytaire T spécifique. 
Certaines équipes de recherches ont mené des essais cliniques avec des lymphocytes infiltrant 
la tumeur (TIL). Par exemple, dans les cancers du rein métastasés, ces essais ont donné des 
réponses partielles à complètes. Dans le cas de l’équipe de Belldegrun, un essai de phase II, la 




de cellules) et c’est dans ce groupe que le plus grand nombre de réponses a été observé224. 
Des essais cliniques pour le traitement des mélanomes par des lymphocytes activés ont 
également été menés en France. En 2003, un essai à Nantes montre une augmentation 
significative de la survie sans rechute des patients traités par des lymphocytes activés, par 
rapport au groupe témoin225. Une corrélation est observée entre l’efficacité clinique et le 
pourcentage de lymphocytes T spécifiques des antigènes de tumeur.  
En effet, la spécifité pour des antigènes tumoraux est primordiale, c’est pourquoi la 
récupération de lymphocytes T CD8+ naïfs spécifiques, pour une amplification in vitro, est aussi 
une stratégie. En revanche celle-ci se révèle particulièrement difficile par leur quantité faible 
et variable d’une personne à une autre. C’est pourquoi une nouvelle stratégie a été mise en 
place : des lymphocytes T génétiquement modifiés pour exprimer un TCR modifié ou un 
récepteur de l’antigène chimérique (CAR), afin de contrôler leur reconnaissance spécifique226. 
Très récemment, en août 2017, une thérapie à base de lymphocytes CAR a été approuvée, par 
la FDA (Food and Drug Administraion, Etats-Unis) pour le traitement d’enfants atteints de la 
leucémie lymphoïde aiguë227,228. 
 
IV.1.b Thérapie cellulaire anti-inflammatoire 
Les pathologies inflammatoires sont très répandues et sont principalement des maladies 
chroniques dévastatrices, incluant des maladies auto-immunes (ex diabète de type 1) ou des 
maladies inflammatoires de l’intestin (ex maladie de Crohn), ainsi que les troubles 
inflammatoires liés à la transplantation (lors d’un rejet de greffe). Connaissant le 
fonctionnement de la réponse immunitaire, les premières thérapies étaient basées sur des 
drogues anti-inflammatoires afin de tempérer celle-ci. Ainsi, le développement de thérapies 
plus ciblées sur l’inflammation due à la pathologie chronique devient nécessaire. Les 
avantages théoriques de la thérapie cellulaire à base de lymphocytes T régulateurs (Treg) pour 
les maladies auto-immunes sont perceptibles. En effet, les cellules, en particulier des Treg 
antigène-spécifiques, devraient contrôler l’inflammation sans induire de suppression 
immunologique systémique ou la suppression massive de cellules immunitaires non 




Etant donné que la grande famille des populations de lymphocytes T régulateurs est décrite 
comme ayant un fort potentiel de régulation de l’inflammation par leur activité suppressive, 
il semble alors naturel de vouloir les potentialiser dans le cadre de ces pathologies 
inflammatoires. Malheureusement, la survenue de la plupart des pathologies chroniques 
inflammatoires citées précédemment ont pour point commun un échappement à la vigilance 
des Treg et/ou un dysfonctionnement de celles-ci229. Différentes stratégies ont alors émergé, 
soit pour induire ou booster les Treg in vivo, soit pour expandre les Treg in vitro afin de les 
transférer aux patients. Parmi la multitude de populations Treg qui a été identifiée, deux 
populations ont été fortement étudiées et bien caractérisées : les Treg exprimant le facteur 
de transcription Foxp3 (Foxp3+ Treg) et les lymphocytes T régulateurs de type 1 (Tr1) (Figure 
11). Les Foxp3+ Treg peuvent dériver du thymus (tTreg) ou être induits en périphérie 
(pTreg)230,231. Indépendamment de leur origine, les deux sous-populations sont caractérisées 
par l’expression constitutive de la chaine α du récepteur à l’IL-2 (CD25), l’absence de la chaîne 
α du récepteur à l’IL-7 (CD127) et l’expression du Foxp3232. Au fur et à mesures des années, 
plusieurs molécules ont été identifiées à la surface des Treg humains, en lien avec leur fonction 
suppressive, avec par exemple : CTLA-4233, GITR234, et CD39235. En revanche, l’expression de 
ces molécules n’est pas exclusive aux Treg étant donné que celles-ci sont parfois aussi 
exprimées par les lymphocytes T conventionnels activés. Les mécanismes supplémentaires de 
suppression décrits pour les Treg incluent aussi la sécrétion de cytokines 
immunosuppressives, comme l’IL-10236, le TGF-β237 et l’IL-35238, mais aussi la cytolyse directe 
des T effecteurs et des APC via le couple granzyme/perforine239, la diminution de la capacité 
de stimulation des APC via CTLA-4240, la privation cytokinique241, et la génération de 
métabolites immunosuppressifs comme l’adénosine242 et l’AMP cyclique (AMPc)243. Ainsi, les 





Figure 11. Représentation schématique des marqueurs de surface et intracellulaire ainsi que 
des mécanismes d’actions caractérisant les deux populations Treg : Foxp3+ Treg et Tr1244. Les 
caractéristiques uniques et partagées des deux types cellulaires sont listées dans les cadres. 
Concernant les Tr1, ils sont principalement caractérisés par une forte production d’IL-10, de 
TGFβ, de quantités variables d’IFNγ et peu d’IL-2 et d’IL-4245,246. De cette manière, une 
multitude de sous-populations a été identifiée au cours des années mais l’une d’entre elles a 
été particulièrement étudiée : ces Tr1 expriment à leur surface CD49b et LAG-3247. De manière 
similaire aux Foxp3+ Treg, ils expriment CTLA-4248, ICOS249, CD39 et CD73250. En revanche, ils 
n’expriment pas Foxp3 de manière constitutive251. Toutefois, ils peuvent l’exprimer de 
manière transitoire lors de leur activation, même si le niveau d’expression n’atteint pas celui 
des Foxp3+ Treg252–254. Le mécanisme principal par lequel les Tr1 contrôlent la réponse 




suggèrent une régulation immunitaire par une activité de lyse envers les APC via le couple 
granzyme B/perforine26.  
Enfin, des résultats prometteurs venant d’études précliniques chez la souris ont permis de 
convaincre le monde de la recherche que les Treg peuvent être utilisés afin de contrôler la 
maladie du greffon contre l’hôte (GvHD), de même que le rejet d’organes ou les maladies 
auto-immunes255–257. Le défi actuel des essais cliniques chez l’Homme est alors la purification 
de ces populations Treg et leur expansion in vitro tout en gardant leur phénotype régulateur 
stable. En 2004, des études ont démontré le potentiel de l’isolation de Treg CD4+ CD25bright 
(Foxp3+ Treg) à partir du sang périphérique et de leur expansion in vitro pour une réinjection 
aux patients sous des conditions cliniquement contrôlées258,259. Une expansion in vitro efficace 
de Treg humains a été précédemment décrite, celle-ci est effectuée grâce à une stimulation à 
base de billes coatées avec les anticorps monoclonaux anti-CD3 et anti-CD28 et de fortes 
doses d’IL-2 permettant aussi le maintien du phénotype régulateur258.  
Ainsi, de nos jours, plusieurs équipes de recherches et entreprises, implantées dans différents 
pays comme les Etats-Unis, l’Italie, la Pologne ou la France, ont terminé les premières phases 
d’essais cliniques (Tableau 3). La majorité de ces études cliniques impliquent la population de 
Foxp3+ Treg, soit fraîchement purifiée, soit amplifiée in vitro préalablement au transfert 
adoptif. Le contexte pathologique de ces études regroupe deux grandes catégories : la 
maladie du greffon contre l’hôte (GvHD) suite à des transplantations de cellules souches 
hématopoïétiques (HSCT) de donneurs compatibles au niveau HLA (HLA-HSCT) ou seulement 
compatibles à 50% (« haplo-identique », Haplo-HSCT) ; ainsi que le diabète de type 1. Par 
ailleurs, à l’heure actuelle, une seule étude, CATS1, a été terminée sur le potentiel des Tr1 en 
thérapie cellulaire pour le traitement d’une maladie auto-immune inflammatoire chronique. 











Produit cellulaire Maladie  Sûreté Efficacité  Référence  
N.A Treg CD4+ CD25high CD127- 
dérivés du sang d’un 
donneur, prolifération in 
vitro 
GvHD après HLA-HSCT 




NCT00602693 Treg CD4+ CD25+ dérivés du 
sang de cordon ombilical, 
prolifération in vitro 








Treg CD4+ CD25+ 
fraîchement purifiés du 
sang d’un donneur 
GvHD après haplo-HSCT 







Treg CD4+ CD25+ 
fraîchement purifiés du 
sang d’un donneur 
GvHD après haplo-HSCT 




NKEBN/8/2010 Treg CD4+ CD25high CD127- 
autologues, prolifération in 
vitro 
Diabète de type 1 Oui N.A 
264 
ALT-TEN Lymphocytes T anergisés 
avec l’IL10 provenant d’une 
infusion de lymphocytes 
d’un donneur 
GvHD après haplo-HSCT 




N.A Treg CD4+ CD25+ CD127- 
autologues, prolifération in 
vitro 
Diabète de type 1 Oui N.A 
266 
CATS1 Ovasave®, Clones 
autologues Tr1 ova-
spécifiques 




Tableau 3. Essais cliniques de thérapies cellulaires à base de Treg terminées. Adapté de Gregori 
et al.244 
IV.2. Thérapie cellulaire Ovasave® 
Avant de vous détailler le produit thérapeutique Ovasave®, je souhaite présenter brièvement 
l’entreprise TxCell ainsi que ses objectifs de développements thérapeutiques. 
IV.2.a Démarche de développement thérapeutique de l’entreprise TxCell 
TxCell SA, « spin-off » de l’Inserm, a été créée en 2001. TxCell est une société de 
biotechnologies qui développe des plateformes d‘immunothérapies cellulaires T 
personnalisées innovantes pour le traitement de maladies inflammatoires et auto-immunes 
sévères. TxCell cible différentes maladies auto-immunes dont la maladie de Crohn, le lupus 
rénal, la pemphigoïde bulleuse et la sclérose en plaques, ainsi que les rejets de greffe. TxCell 
est la seule société de thérapie cellulaire au stade clinique qui soit focalisée exclusivement sur 
les lymphocytes T régulateurs (Treg). Contrairement aux approches classiques basées sur des 




Cette spécificité antigénique peut provenir soit de modifications par génie génétique pour 
ajouter un récepteur dit chimérique (CAR), soit du récepteur des cellules T (TCR) 
naturellement présent à la surface des Treg. TxCell développe ainsi deux plateformes 
technologiques, ENTrIA et ASTrIA (Figure 12). 
 
Figure 12. Représentation schématique du portefeuille de recherche & développement de 
TxCell. Adapté du site www.txcell.com. 
La plateforme ENTrIA (Engineered Treg for Inflammation and Autoimmunity) repose sur le 
développement de Foxp3+ Treg génétiquement modifiés (CAR-Treg), tandis que la plateforme 
ASTrIA (Antigen-Specific Treg for Inflammation and Autoimmunity) est basée sur les Tr1 
sélectionnés pour leur spécificité à un antigène donné. Le produit thérapeutique le plus 
avancé actuellement fait notamment partie de la plateforme ASTrIA ; il s’agit de l’Ovasave®. 
IV.2.b Ovasave® : un produit thérapeutique ciblé pour la maladie de Crohn 
La thérapie cellulaire Ovasave® a été développée pour des patients atteints de la maladie de 
Crohn qui se sont avérés réfractaires à tous les autres traitements disponibles. Cette 
pathologie affecte à la fois des hommes et des femmes avec une estimation d’environ 1 million 
de patients atteints au sein de la communauté européenne, et une incidence de 50 800 
nouveaux cas par an268. La maladie de Crohn est une maladie inflammatoire récurrente de la 
muqueuse gastro-intestinale qui peut affecter l’ensemble du tractus gastro-intestinal de la 
cavité buccale jusqu’à l’anus. L’inflammation chronique de la paroi intestinale conduit à la 
perte de fonction physiologique de l’intestin. À l’heure actuelle, la cause exacte de la maladie 




composantes semblent être étroitement intriquées pour provoquer ce phénotype complexe. 
Cela a notamment été bien indiqué dans plusieurs revues269,270. Afin de poser le diagnostic de 
cette pathologie, un seul test ne suffit pas, il est nécessaire d’intégrer l’ensemble des 
découvertes physiques, comme les douleurs abdominales, diarrhées, perte de poids, nausées, 
et vomissements, ainsi que les données venant d’études d’imageries, du laboratoire ou 
d’histopathologie271. En effet, par endoscopie et analyses de biopsies, les trois phénotypes : 
inflammation, structure et pénétration sont évalués. Une fois le diagnostic posé, le suivi de 
l’état des patients est principalement fait par le dosage de la protéine C réactive, et le bien-
être du patient est suivi par l’index d’activité de la maladie de Crohn (CDAI)272,273. Un CDAI 
inférieur à 150 correspond à une maladie de Crohn inactive, compris entre 150 et 450 à la 
maladie active et supérieur à 450 à une maladie sévère. 
A l’heure actuelle, une multitude de médicaments sont déjà présents sur le marché, allant des 
anti-inflammatoires (ex Mésalazine) aux corticostéroïdes (ex prednisone, prednisolone) 
jusqu’aux immunosuppresseurs comme les anti-TNF274. Le désavantage de ces traitements, 
mis à part les effets secondaires potentiels, est la perte de réponse à ceux-ci. Les patients 
développent une résistance, on parle alors de maladie de Crohn réfractaire. Ceci représente 
donc un nouveau challenge auquel TxCell répond par la thérapie cellulaire Ovasave®. 
TxCell propose une thérapie cellulaire autologue dont le procédé d’obtention des cellules 
repose sur un seul échantillon de sang du patient (Figure 13). Ensuite, après purification des 
PBMCs, ceux-ci sont mis en culture en présence de l’antigène, l’ovalbumine (Ova), afin de 
l’enrichir en populations lymphocytaires spécifiques de cet antigène. Une étape de clonage 
par dilution limite est par la suite effectuée pour permettre la sélection de clones ayant un 
profil de lymphocytes Tr1 en réponse à l’Ova. Une expansion cellulaire in vitro est ensuite 
nécessaire afin d’obtenir un grand nombre de lymphocytes (au moins 450 millions), stockés 
par la suite sous forme de produits médicaments congelés. L’administration au patient se fait 
ensuite par intraveineuse, immédiatement après décongélation. De manière concomittante, 
le patient doit manger une meringue par jour afin d’être sûr de la présence de l’antigène Ova 





Figure 13. Représentation schématique du procédé de production des Tr1 Ova-spécifiques 
pour la thérapie cellulaire Ovasave®. 
La première phase d’essai clinique I/IIa, nommée CATS1 (Crohn’s And Treg cells Study 1), a été 
conduite sur 20 patients atteints de la maladie de Crohn réfractaire267. Cette étude a été 
menée sur 12 semaines, avec une seule injection par patients et 4 groupes de patients ayant 
chacun une dose croissante : 106, 107, 108 et 109 de Ova-Tr1 autologues. Comme indiqué dans 
le tableau 3, cette étude a permis de démontrer la sûreté du produit thérapeutique, mais a 
aussi permis d’obtenir des indications d’efficacité. En effet, la réduction de l'activité de la 
maladie de Crohn s'est produite chez 40% de tous les patients à 5 semaines et 8 semaines 
après l'injection. Dans le groupe recevant la plus faible dose de cellules, 75% ont eu des 
réponses et une réduction marquée de l'activité de la maladie de Crohn pendant la période 
d'étude, 38% étaient en rémission à 5 semaines et 25% étaient encore en rémission à 8 
semaines. 
 
IV.3 Hypothèses de travail sur le mécanisme d’action des Tr1 Ovasave® 
Sachant que l’activité effectrice des lymphocytes T régulateurs peut être effectuée par de 
multiples mécanismes d’actions introduits précédemment, nous posons la question du 
mécanisme principal des cellules thérapeutiques composant l’Ovasave®. En première partie, 
je vais aborder les mécanismes d’activités suppressives dits classiques et en second, le 




IV.3.a Activité suppressives « classiques » 
Les lymphocytes T régulateurs de type 1 sont de forts producteurs de la cytokine 
immunosuppressive IL-10, et il a été proposé que leur fonction suppressive est principalement 
basée sur celle-ci245. Notamment, TxCell sélectionne les clones Tr1 de patients sur la base de 
leur réponse cytokinique (dont l’IL-10) ce qui suggère que ces cellules utilisent cette cytokine 
afin de contrôler l’inflammation, particulièrement sur les lymphocytes T effecteurs. Les 
cellules thérapeutiques sélectionnées pour chaque patient ont ainsi une capacité de sécrétion 
comparable, pour autant tous les patients ne sont pas répondeurs à cette thérapie. Ceci 
pourrait suggérer que ce mécanisme n’est pas le seul impliqué dans la réponse des patients. 
Pour une action directe sur les lymphocytes T effecteurs, les Tr1 peuvent effectuer une 
perturbation métabolique par la production d’adénosine à l’aide des ecto-enzymes CD39 et 
CD73. De plus, une activité immunosuppressive indirecte sur les cellules présentatrices de 
l’antigène via CTLA-4 ou GITR n’est pas à exclure. Les molécules permettant ces mécanismes 
sont exprimées de manière variable selon les clones, et pour certains, très peu exprimées. 
Cela suggère que si ces mécanismes interviennent dans le contrôle de l’inflammation, ceux-ci 
seraient minoritaires. 
Dans ce chapitre IV, j’ai présenté les thérapies cellulaires à base de transferts adoptifs de 
lymphocytes T. D’un côté, il y a les thérapies de lymphocytes T aux capacités cytotoxiques 
pour le traitement des cancers, de l’autre les lymphocytes T aux capacités 
immunosuppressives pour le traitement de maladies inflammatoires. Or, pourquoi la fonction 
cytotoxique ne pourrait-elle pas participer elle aussi à l’inflammation ? 
IV.3.b Activité cytotoxique 
Parmi les mécanismes d’actions décrits pour les Tr1246, l’activité cytotoxique envers les cellules 
APC myéloïdes en fait partie. Celle-ci a notamment été démontrée par Magnani et 
collaborateurs26. La reconnaissance de la cible est effectuée par DNAM-1, CD2 et le CMH de 
classe I de manière antigène-non-spécifique, puis la fonction lytique est médiée par le couple 
granzyme B et perforine. Les cellules thérapeutiques expriment notamment un cocktail de 
molécules lytiques (présentées en détails dans la partie résultats). Par ailleurs, les résultats de 
l’étude CATS1 démontrent, pour la dose la plus efficace de 106 cellules injectées, une 




inflammatoires circulants. Ces données suggèraient qu’une élimination des monocytes pro-
inflammatoires aurait pu advenir par l’action des Ova-Tr1. 
Nous formulons ainsi l’hypothèse que les Tr1 thérapeutiques ont pour principal mécanisme 
d’action, une activité cytotoxique dirigée préférentiellement envers les cellules myéloïdes de 


















La capacité à éliminer des cellules cibles par une activité directe de lyse me passionnant, j’ai 
souhaité développer de nouvelles méthodes de mesure et d’analyse de celle-ci au cours de 
ma thèse. 
Le premier défi a été d’aller au-delà des tests de cytotoxicité classiques sur des temps courts, 
comme 4h, avec un ratio de cellules effectrices en excès par rapport aux cellules cibles. En 
effet, cela a eu pour objectifs de (i) se mettre dans des conditions plus proches de la 
physiologie avec des temps prolongés et un excès de cibles, et de (ii) tester la capacité des CTL 
a effectuer une lyse soutenue dans le temps. De plus, nous avons voulu répondre à la question 
fondamentale de la participation de chaque CTL individuel à l’activité de lyse globale. 
Une fois ces outils de mesure de l’activité de lyse soutenue mis en place, en cytométrie en flux 
et en microscopie en temps réel, je les ai appliqués à deux contextes : l’un pathologique par 
l’étude de CTL issus de patients atteints du syndrome de Wiskott-Aldrich (WAS), et l’autre 
thérapeutique par l’étude de lymphocytes T régulateurs de type 1 (Tr1) produits dans le cadre 
d’une thérapie pour la maladie de Crohn (Ovasave®). D’un côté, l’objectif a été de caractériser 
le défaut d’activité cytotoxique des CTL WAS, et ainsi le niveau d’implication moléculaire de la 
protéine WASP dans l’activité de lyse. De l’autre, l’objectif a été de mettre en évidence la 
capacité d’utilisation d’une activité cytotoxique par des lymphocytes T régulateurs à visée 
thérapeutique, et d’explorer les mécanismes moléculaires de cette lyse. 
L’exposition des résultats obtenus au cours de mon séjour au sein du laboratoire se 
présenteront donc en trois parties, suivant mes trois principaux objectifs : 
I- Caractérisation de la lyse soutenue sur des temps prolongés en présence d’un 
excès de cellules cibles, ainsi que la participation individuelle des CTL à cette lyse. 
II- Application au contexte pathologique : Caractérisation du défaut lytique de CTL 
issus de patients WAS. 
III- Application au contexte thérapeutique : Mise en évidence d’une capacité 
cytotoxique de lymphocytes Tr1 à visée thérapeutique pour le contrôle de 
















En accord avec les objectifs introduits précédemment, les résultats seront présentés en trois 
parties correspondant à mes trois contributions scientifiques publiées ou sur le point d’être 
publiée. Celles-ci sont en anglais, langue dédiée pour la communication scientifique, mais un 
résumé du contexte scientifique, de l’objectif et des résultats, en français, précèdera chaque 

















Afin de clarifier ma contribution à chaque article présenté ici, un encadré comme celui-ci 





Partie 1. Hétérogénéité individuelle intra-clonale de lymphocytes T CD8+ cytotoxiques 
lors d’une activité de lyse soutenue 
 
Individual human cytotoxic T lymphocytes exhibit intraclonal 
heterogeneity during sustained killing 
Zilton Vasconcelos, Sabina Müller, Delphine Guipouy, Wong Yu, Claire Christophe, Sébastien 
Gadat, Salvatore Valitutti, and Loïc Dupré. 
                                                                                             publié en 2015 dans la revue Cell Reports  
L‘importance de l’activité cytotoxique de lymphocyte T CD8+ a été amplement décrite et 
évaluée depuis la mise en place du test de lyse par relargage du chrome (Cr51) en 1968275. 
Ainsi, l’activité de lyse au niveau de populations polyclonale et clonale a pu être appréhendée 
dans différentes conditions mimant des contextes pathologiques comme l’infection ou le 
processus tumoral. En revanche, au sein d’une population, le degré d’implication de chaque 
cellule tueuse à l’activité de lyse globale n’a pas encore été étudié. 
L’objectif de ce travail était donc de déterminer l’activité de lyse individuelle au sein d’une 
population clonale de lymphocytes T CD8+ humains. 
Pour réaliser cette étude, nous avons produit des lignées clonales de lymphocytes T CD8+ 
primaires ayant une spécificité pour un peptide de la protéine p65 du cytomégalovirus. Ce 
modèle d’étude a pour avantage de (i) avoir une population de CTL identique génétiquement 
et (ii) une reconnaissance des cibles via le complexe peptide/CMH-I, similaire aux conditions 
physiologiques. Afin d’étudier la participation de chaque cellule individuelle à la lyse globale, 
nous avons mis en place une combinaison de tests de lyse, à la fois en cytométrie en flux et 
en microscopie, où les CTL sont face à un excès de cibles sur des temps prolongés (au-delà du 
test classique réalisé en 4h). Ceci permet donc de défier leur capacité de lyse multiple et de 
mesurer la cinétique de l’élimination des cibles au cours du temps. 
Notre étude démontre une importante capacité des CTL à contrôler un excès de cellules cibles 




d’éliminer jusqu’à 12 cellules cibles en 12h. En revanche, la contribution individuelle des CTL 
à l’activité de lyse globale est très hétérogène. Des analyses statistiques plus approfondies ont 
permis de révéler, au sein d’une population clonale, qu’une sous-population de CTL a fait 
preuve d’une capacité de lyse élevée. Le développement de cette sous-population nécessite 
une forte activation du TCR et démontre un comportement de lyse « accéléré ». La mise en 
place de ce comportement est différée dans le temps. Ainsi, l’activité cytotoxique des CTL est 
un processus cumulatif reposant sur une capacité individuelle hétérogène de lyse permettant 
d’effectuer de la lyse multiple et sur la mise en place différée d’une activité de lyse 
« accélérée ».  
Un tel processus pourrait permettre aux CTL de calibrer leur réponse au niveau de la 




J’ai eu l’opportunité de travailler sur ce projet pendant mon année de Master où j’ai 
beaucoup appris au côté de Zilton, surtout sur les côtés techniques comme ses 
vidéomicroscopies en micromesh et les tests de lyse sur des temps prolongés. Ma 
contribution qui apparaît dans cet article est une analyse approfondie des résultats de 
vidéomicoscopies obtenues pour les CTL individuels. Je cherchais alors à identifier ce qui 
pouvait différencier les CTL à forte capacité cytotoxique versus ceux qui en démontrent peu. 
J’ai alors exploré une multitude de paramètres comme la vélocité, chaque évènement de 
lyse, le nombre de contact avec les cibles, le lien entre nombre de cibles en contact et 
évènement de lyse ou alors j’ai suivi le tracé du CTL et essayé de déterminer son caractère 
« exploratoire » ou non envers les cibles. Cette étude approfondie a pu mettre en évidence 
les événements de lyse accélérés, une des caractéristiques des CTL à forte capacité 
cytotoxique (Figure 5). En parallèle, j’ai souhaité expliquer la survenue de ces derniers par 
plusieurs hypothèses dont un métabolisme plus élévé avec une forte consommation de 
glucose mais ces recherches-ci n’ont pas aboutie. Pour finir, j’ai tout de même pu participer 
aux révisions finales permettant la publication de cet article.  
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Discussion et perspectives (partie 1) 
 
Ainsi nous avons pu identifier que la lyse soutenue sur des temps prolongés, effectuée par 
une population clonale de CTL, repose sur une hétérogénéité dans la capacité de lyse 
individuelle, avec l’identification de deux sous-populations, dont l’une démontre une activité 
de lyse multiple élevée par rapport à l’autre. L’émergence de cette sous-population de CTL 
ayant un taux élevé de lyse nécessite une forte activation du TCR, et possède une 
charactéristique de lyse multiple « accélérée ». 
L’avenir de cette étude serait alors d’identifier les mécanismes sous-jacents à cette 
hétérogéniété de lyse, comment émerge une sous-populations de cellules aux capacités de 
lyse multiple plus élevée ? 
Une première hypothèse pourrait être une capacité migratoire différente permettant d’aller 
à la rencontre de plus ou moins de cellules cibles, favorisant ainsi la lyse multiple. Ces 
populations de CTL clonales semblent homogènes lors de phénotypage en cytométrie en flux. 
Pourtant, dans le laboratoire, Javier Rey-Barroso a pu démontrer, sur un autre type cellulaire 
supposé homogène, que chaque cellule possède une capacité migratoire propre, avec des 
cellules plus ou moins rapides en terme de vitesse ou de directionalité (Scientific Reports, 
article révisé re-soumis). Dans notre cas, parmi les expériences de CTL isolés en présence de 
plusieurs cibles (micromesh en microscopie en temps réel), nous avions pu observer, de 
manière qualitative, que les CTL éliminant peu de cibles semblaient très exploratoires sur la 
surface de 100µm de diamètre, tandis que les CTL ayant une grande capacité de lyse multiple 
semblaient couvrir moins de surface, tout en étant capables de rencontrer des cellules cibles. 
Nous souhaitons explorer ces possibilités en mesurant plusieurs paramètres comme : la 
vitesse individuelle des CTL, la longueur du trajet de migration, la surface occupée par ce 
trajet, une possible directionalité vers les cibles, quantifier le nombre de rencontres avec les 
cellules cibles au cours de leur trajet etc. Dans ce but, nous avons débuté une collaboration 
avec des bio-informaticiens de l’Université Leiden, Joost Beltman et Richard Beck, afin de 
comprendre et de modéliser le comportement migratoire des CTL au niveau individuel. 
Suite à la migration pour aller à la rencontre des cibles, une différence possible serait la 
capacité d’accrochage multiple à plusieurs cibles, et ainsi d’effectuer plusieurs synapses 
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lytiques. Les évènements de lyse multiple « accélérée » étaient principalement observés 
lorsque le CTL était capable d’effectuer un accrochage à plusieurs cibles. Le CTL serait ainsi 
capable d’effectuer des synapses lytiques séquentielles où la repolarisation des granules 
lytiques serait rapide d’une synapse à l’autre. Ce modèle de lyse multiple grâce à des synapses 
lytiques séquentielles a été proposé en 2003 par J.B. Huppa et M.M. Davis99 (Figure 14). 
 
Figure 14. Modèle de lyse multiple impliquant plusieurs synapses lytiques avec la re-
polarisation séquentielle des granules lytiques pour chaque synapse. 
Je formule alors l’hypothèse que chaque CTL individuel n’aurait pas la même capacité à 
effectuer des synapses lytiques multiples avec une re-polarisation des granules lytiques 
efficaces. Afin d’observer et quantifier ce phénomène, il serait possible de rajouter la sonde 
appelée « lysotracker » qui permet de marquer les lysosomes de cellules vivantes. Sachant 
que le compartiment lysosomale des CTL est majoritairement représenté par les granules 
lytiques, nous pourrions suivre en temps réel, lors de la rencontre de plusieurs cellules cibles 
en simultané, la re-polarisation des granules lytiques, en plus de nos paramètres actuels. Nous 
souhaitons ajouter cet élément pour notre collaboration avec Joost Beltman et Richard Beck. 
Si une capacité différentielle de polarisation séquentielle des granules lytiques est observée, 
il serait alors pertinent de mesurer la polarisation du MTOC et d’explorer au niveau 
moléculaire les protéines impliquées dans le transport des granules le long des microtubules. 
De manière générale, même si notre population de CTL est identique génétiquement, la cause 
de l’hétérogénéité fonctionnelle, migratoire et/ou lyse multiple rapide, pourrait être liée à des 
différences au niveau transcriptionel au cours de la lyse multiple. La mesure en temps réel de 
la transcription de gènes cibles lors d’un test de lyse soutenue, comme la perforine, à l’aide 
d’une sonde optique à base d’oligonucléotide276 pourrait être un nouveau challenge à 
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effectuer afin d’y répondre. Au sein du laboratoire, nous émettons une autre hypothèse : celle 
d’une division asymétrique à l’origine des deux sous-populations. Un étudiant en thèse de 
l’équipe, Romain Jugelé, a notamment pu identifier une répartition hétérogène de la perforine 
lors de la division des CTL (données non publiées). La démonstration du lien avec l’activité de 
lyse individuelle est en cours. 
Par ailleurs, cette étude soulève de nouveau la question du rôle de l’hétérogénéité dans les 
réponses immunitaires. En effet de plus en plus d’études récentes, en particulier pour les 
lymphocytes T CD8+, suggèrent que l’hétérogénéité permettrait de calibrer une réponse 
immunitaire efficace277. Notamment, lors de l’activation de lymphocytes T CD8+ naïfs, les 
précurseurs montrent une réponse hétérogène au niveau individuel en terme d’expansion et 
de différenciation, avec une diversification intra- et inter-clonale277–280. 
Ainsi, une hétérogénéité fonctionnelle de la capacité de lyse des CTL permettrait une réponse 
robuste pour une lyse soutenue face à un excès de cellules cibles. De plus, la capacité 
cytotoxique n’est pas la seule fonction des CTL. Ceux-ci sécrètent aussi des cytokines comme 
l’IFNγ. La relation entre ces deux fonctions au niveau de CTL individuels a été étudiée par 
Varadarajan et collaborateurs281. Ils ont alors démontré que ces fonctions étaient 
indépendantes, c’est-à-dire que les CTL sécrétant fortement de l’IFNγ n’étaient pas 
cytotoxiques, et inversement. L’hétérogénéité fonctionelle pourrait alors être le miroir d’un 
partage des fonctions exercées par une population cellulaire que l’on pense homogène. 
Finalement, en vue du phénomène de contraction en fin de réponse inflammatoire, tout en 
gardant un pool de cellules mémoires, l’hétérognéité fonctionnelle de lyse pourrait être 
impliquée dans ce phénomène. J’émets l’hypothèse que la sous-population de CTL ayant une 
forte activité de lyse multiple aurait une survie moins importante que l’autre sous-population. 
Cette première sous-population serait plus sensible à l’AICD, et serait éliminée, tandis que 
l’autre pourrait correspondre aux cellules mémoires.  
En résumé, ces travaux apportent de nouvelles connaissances fondamentales au niveau 
individuel de la fonction cytotoxique des CTL. Cependant, cette étude ouvre de nouvelles 
questions fondamentales à explorer pour de futures recherches. 
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Partie 2. La protéine du syndrome de Wiskott-Aldrich contrôle le ring de nanoclusters de 
LFA-1 à la synapse lytique 
 
The Wiskott-Aldrich syndrome protein controls the LFA-1 
nanocluster belt at the lytic synapse 
Raïssa Houmadi1, Delphine Guipouy1, Javier Rey-Barroso, Zilton Vasconcelos, Julie Cornet, 
Manoel Manghi, Nicolas Destainville, Salvatore Valitutti, Sophie Allart and Loïc Dupré. 
1 co-premier auteurs 
                                                                                                              Travail soumis dans Cell Reports     
                                                              (accepté sous réserve de modifications mineures de texte) 
La délivrance du coup létal, effectuée par les lymphocytes T CD8+, est permise par une stabilité 
du contact avec la cellule cible afin de polariser les granules lytiques et les relarguer de 
manière ciblée. Cette aire de contact spécialisée entre le CTL et sa cible correspond à la 
synapse lytique. Une molécule fondamentale à l’adhérence et à la stabilité de cette synapse 
est l’intégrine LFA-1. Son organisation à la synapse se présente sous la forme d’un anneau 
composé de nanoclusters. LFA-1 est notamment ancrée dans le cytosquelette d’actine, mais 
les mécanismes contrôlant l’organisation spatiale de LFA-1 en anneau et le confinement en 
nanoclusters n’ont pas encore été étudiés. 
Afin d’appréhender cette question, nous avons utilisé des lignées de lymphocytes T CD8+ 
issues de patients atteints du syndrome de Wiskott-Aldrich (WAS). L’avantage de ce modèle 
cellulaire est une déficience naturelle de la protéine WASP. Cette protéine est clé dans le 
remodelage du cytosquelette d’actine et est recrutée à la synapse lytique. Nous formulons 
donc l’hypothèse que WASP joue un rôle dans l’activation et l’organisation de LFA-1 à la 
synapse lytique des CTL. 
Dans le but d’observer les structures fines de l’actine ainsi que les nanoclusters de LFA-1, nous 
avons utilisé une combinaison de microscopies de super-résolutions : le dSTORM et le SIM. 
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Premièrement, par cytométrie en flux, nous avons caractérisé un défaut de lyse soutenue des 
CTL WAS, confirmé par microscopie en temps réel, en lien avec un défaut de délivrance du 
coup létal. Ces CTL WAS présentent une morphologie aberrante, en relation avec un défaut 
de formation de l’anneau de LFA-1 sous conformation activée. De plus, les CTL WAS 
présentent un défaut d’activation de LFA-1, confirmé par une densité plus faible en surface du 
nombre de nanoclusters de LFA-1, mais aussi une densité plus faible en molécules de LFA-1 au 
sein des clusters. L’impact d’une malformation de l’anneau de LFA-1 semble induire un défaut 
de positionnement des granules lytiques à l’aire de contact synaptique. En effet, ceux-ci vont 
être, en terme de distance, à la limite de la bordure extérieure de l’anneau, voire à l’extérieur 
de celui-ci. 
Ainsi, la protéine WASP semble essentielle au contrôle, à l’échelle nanoscopique, de la densité 
des nanoclusters de LFA-1 activés, et à l’échelle cellulaire, de la formation de l’anneau de ces 
nanoclusters afin de confiner la sécrétion des granules lytiques. 
 
J’ai eu l’opportunité de débuter les travaux sur ce projet pendant mon année de Master. 
Lors du stage, j’ai pu adapter mes connaissances acquises avec Zilton pour l’adapter à la 
cytolyse redirigée et caractériser le défaut de lyse soutenue de CTL issus de patients WAS 
(Figure 1). Sachant que ces CTL WAS ont un potentiel cytotoxique (Figure S1), j’ai exploré 
l’hypothèse d’une potentielle instabilité de la synapse. Pour cela LFA-1, molécule clé pour 
l’ancrage du CTL à sa cible, semblait un bon candidat. J’ai effectué la caractérisation du 
défaut d’activation de celui-ci mais aussi le délai de délivrance du coup létal (Figure 1). Suite 
à des observations de synapses anormales en microcopie confocale classique, Raïssa 
Houmadi s’est jointe au projet, en début de thèse, pour une caractérisation fine de la 
topologie de LFA-1 par microcopie de super-résolution. Je l’ai soutenue en effectuant des 
analyses sur ces images (Figure 3C D E F, Figure 4C, Figure 5C et D, Figure S4B et Figure 
S5B), ainsi que par la réalisation des tests statistiques et la mise en forme des figures. J’ai 
pu porter le projet jusqu’au processus de révision, ma part étant la réalisation de la partie 
cytométrie et vidéomicroscopie ainsi que leurs analyses (Figure 6). Ce projet a alors pu 
aboutir à une publication par la collaboration étroite établie avec Raïssa. 
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Discussion et perspectives (partie 2) 
 
Dans cette étude, nous avons entrepris d’identifer le rôle de WASP à la synapse lytique. Une 
combinaison unique de modalités de microscopie avancées nous a permis non seulement 
d'identifier un défaut d'activation de LFA-1 sous-jacent à l'activité cytotoxique réduite de ces 
cellules, mais aussi de produire des connaissances fondamentales sur l'interaction entre 
l'activation du LFA-1 et le positionnement des granules à l’aire synaptique. 
Premièrement, par l’observation du défaut de lyse soutenue des CTL WAS, en lien avec un 
défaut d’activation de LFA-1 et des morphologies cellulaire aberrantes, j’avais émis un modèle 
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Figure 15. Modèle de réflexion sur le rôle de WASP à la synapse lytique. Lors de l’activité de 
scanning des cibles par le CTL, celui-ci est très mobile et forme des sites de contact de type kinapse. Une fois la 
reconnaissance d’un peptide antigénique, la signalisation TCR va permettre l’inside-out signaling afin d’activer 
LFA-1 et permettre une adhésion ferme pour la mise en place de la synapse lytique. Le CTL étant très dynamique, 
WASP semble requis pour la stabilité de cette synapse et la délivrance du coup létal. 
L’hypothèse consiste en une structure synaptique affectée par l’absence de WASP, entraînant 
un défaut de stabilité de contact avec la cellule cible. En effet, une étude a précedemment 
démontré la nécessité de WASP à la synapse immunologique pour permettre la reformation 
de celle-ci après migration282,283. Cette action pourrait être médiée par LFA-1 qui, par son 
adhérence au ligand ICAM-1, permettrait l’arrêt du CTL. Ainsi en l’absence de WASP, la 
synapse ne se reformerait pas de manière concentrique, et même si la polarisation des 
granules lytiques est effectuée154, ceux-ci ne seraient pas contenus dans l’aire synaptique pour 
une délivrance ciblée (Figure 15). 
Nos travaux démontrent au niveau fondamental que le diamètre des clusters de LFA-1 
détectés ici dans les lymphocytes T est d'environ 100 nm (indépendamment de WASP), ce qui 
est comparable à celui mesuré par microscopie électronique à la surface des monocytes284. 
De plus, ces clusters de LFA-1 dans la conformation ouverte ont été concentrés dans une 
structure semblable à un anneau, en ligne avec le cycle de LFA-1 décrit précédemment285. En 
revanche, en lien avec notre modèle de réflexion, nous avons non seulement pu démontrer 
l’importance de WASP pour la formation d’une structure concentrique de LFA-1, mais aussi au 
sein des nanoclusters de LFA-1, WASP est impliquée dans leur densité moléculaire. En outre, 
en lien avec le défaut de formation d’un anneau de LFA-1, les granules lytiques sont moins 
confinés à l’intérieur de celui-ci. Pour autant, les CTL WAS sont capables de relarguer les 
granules lytiques154. Ainsi les CTL WAS auraient un problème de stabilisation de leur synapse 
au fur et à mesure de leur rencontre avec les cibles, réduisant leur capacité de lyse multiple, 
ce qui entraînerait un défaut de lyse soutenue.  
Mis à part l’identification d’éléments expliquant le défaut de CTL WAS, nos travaux soulèvent 
de multiples questions fondamentales comme : Comment LFA-1 est-il ancré dans le 
cytosquelette d’actine ? Pourquoi les granules lytiques ne sont pas centralisés dans un 
domaine sécrétoire comme décrit auparavant ? 
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Premièrement, l’ancrage de LFA-1 dans le cytosquelette d’actine avait été décrit comme sous-
jacent à celui-ci, permettant de re-localiser cette intégrine à la synapse286. Or nous observons 
que les nanoclusters de LFA-1 sont ancrés dans les interstices du maillage d’actine, avec une 
colocalisation partielle avec celle-ci impliquant un contact. Par l’étude de protéines capables 
d’interagir avec le domaine intracytoplasmique de LFA-1 (comme la Talin, Vinculin, ou Kindlin) 
et avec le cytosquelette d’actine, cela permettrait de définir plus finement l’ancrage de LFA-1 
dans le cytosquelette.  
Enfin, les granules lytiques ont été initialement proposés pour libérer leur contenu en 
fusionnant avec un domaine sécrétoire sans actine situé vers le centre de la synapse77,104,287. 
Cependant, dans nos expériences avec des CTL de donneurs sains, des granules lytiques 
apparaissaient préférentiellement localisés au voisinage des clusters de LFA-1 à haute affinité 
dans la face interne de l’anneau formé par LFA-1. Ceci est en accord avec la découverte 
récente que la sécrétion de granules lytiques, visualisée avec une sonde fluorescente, se 
produit dans un domaine intermédiaire de la synapse correspondant à la région de l'effort de 
force le plus fort288,289. 
En résumé notre étude a permis des découvertes fondamentales comme la topographie de 
LFA-1 mais aussi de caractériser l’implication de WASP à la synapse lytique, permettant 
d’expliquer à un degré plus fin le défaut de lyse des CTL de patients.  
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Partie 3. Les lymphocytes T régulateurs Ovasave® sont dotés d’une activité cytotoxique 
alternative via la granulysine et les granzymes 
Granulysin- and granzyme-dependent elimination of myeloid cells 
by therapeutic ova-specific type-1 regulatory T cells 
Delphine Guipouy, Julie Gertner-Dardenne, Nathalie Belmonte and Loïc Dupré. 
                                                                                          Article soumis à The Journal of Immunology 
Le développement d’immunothérapies à base de transfert adoptif de lymphocytes T fait 
preuve d’une forte croissance à l’heure actuelle. Grâce aux capacités cytotoxiques, mais aussi 
régulatrices, elles visent à éliminer les cellules tumorales ou à contrôler l’inflammation, 
respectivement. Dans ce contexte, TxCell a développé le produit thérapeutique Ovasave®, à 
base de lymphocytes T régulateurs de type 1 ayant une spécificité pour l’ovalbumin (ova-Tr1), 
pour la maladie de Crohn réfractaire. 
L’essai clinique de phase I/IIa (CATS1) a démontré la sûreté de cette thérapie, et a également 
indiqué une efficacité par l’observation de la diminution du score CDAI des patients, en 
parallèle d’une diminution du nombre de monocytes pro-inflammatoires dans le sang des 
patients. Parmi les multiples mécanismes d’action potentiels d’un lymphocyte T régulateur, 
nous formulons l’hypothèse d’une activité directe des ova-Tr1 envers ces monocytes pro-
inflammatoires, en les éliminant par cytotoxicité. 
Afin d’explorer cette hypothèse, j’ai adapté différentes techniques développées dans mes 
précédents travaux pour l’étude de ces cellules ova-Tr1, comme la mesure par cytométrie en 
flux de l’activité de lyse sur des temps très prolongés et la microscopie en temps réel évaluant 
l’induction de l’apoptose par la sonde caspase-3. 
Premièrement, en plus d’une capacité immunosuppressive via l’IL-10, les ova-Tr1 ont un 
potentiel lytique par l’expression de molécules lytiques, comme les granzymes A, B, H, M et la 
granulysine. Par une étude rétrospective des marqueurs exprimés par les ova-Tr1 utilisés dans 
l’étude CATS1, seule une forte expression de l’ensemble des molécules lytiques correspondait 
à la diminution du score CDAI observée chez les patients répondeurs. Ainsi, à l’aide de lignées 
cellulaires provenant du lignage myéloïde ou lymphoïde, nous avons pu démontrer une 
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capacité d’élimination préférentielle de cellules cibles myéloïdes par les ova-Tr1. Cette activité 
cytotoxique est mise en place progressivement, avec un délai dans la délivrance du coup létal, 
et est maintenue sur des temps très prolongés (jusqu’à 72h) permettant une élimination de la 
population cible. Par ailleurs, cette lyse est effectuée indépendamment de la reconnaissance 
de l’antigène ova par le TCR. L’activation de celui-ci permet tout de même de potentialiser 
leur ativité lytique. Les mécanismes moléculaires mis en jeu dans cette lyse sont les granzymes 
avec une indépendance de la perforine. En revanche, en remplacement de la perforine, la 
granulysine est impliquée dans l’activité de lyse des ova-Tr1. 
Ainsi, face à des cellules cibles myéloïdes de type monocytaire, les ova-Tr1 sont capables 
d’exercer une activité de lyse alternative via la granulysine et les granzymes de manière TCR- 
et perforine-indépendante. Cette thérapie cellulaire à base de lymphocytes T régulateurs 
pourrait, en parallèle d’une activité suppressive classique envers les lymphocytes T effecteurs, 
permettre l’élimination de cellules myéloïdes, comme les cellules présentatrices de l’antigène 
ou les monocytes pro-inflammatoires par une activité cytotoxique, afin de contrôler 







J’ai eu l’opportunité de travailler sur ce projet grâce à un financement Cifre, pour débuter 
ma thèse, me permettant de collaborer avec l’entreprise TxCell. Ainsi, Julie et Nathalie 
m’ont donné les bases du projet correspondant au matériel cellulaire et aux données de 
cytométrie de la figure 1. Ma contribution a alors été d’explorer le mécanisme de lyse avec 
toutes les connaissances que j’ai acquéries lors de mes deux précédentes expériences, en 
les adaptant aux lymphocytes ova-Tr1, mais aussi en acquérant de nouvelles capacités et 
connaissances au cours de cette recherche (Figures 2 à 5 et Figures S1 et S2). 
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Discussion et perspectives (partie 3) 
 
Nous avons pu démontrer une capacité d’élimination préférentielle de cellules cibles 
myéloïdes par les ova-Tr1. Cette activité cytotoxique est mise en place progressivement, avec 
un délai dans la délivrance du coup létal, et est maintenue sur des temps très prolongés. Par 
ailleurs, cette lyse est effectuée indépendamment de la reconnaissance de l’antigène ova par 
le TCR. L’activation de celui-ci permet tout de même de potentialiser leur ativité lytique. Les 
mécanismes moléculaires lytiques mis en jeu dans cette lyse sont la granulysin et les 
granzymes, avec une indépendance de la perforine. 
Ces lymphocytes ova-Tr1 ont alors un fonctionnement cytotoxique alternatif et unique à ce 
que l’on connait du mécanisme de lyse des lymphocytes T régulateurs Foxp3+ ou encore Tr1. 
En première partie de discussion, j’examinerai et discuterai les mécanismes moléculaires de 
la lyse des cellules ova-Tr1. Ensuite, je discuterai de la proposition d’un modèle de 
fonctionnement in vivo dans le cadre de la thérapie. 
Mécanismes moléculaires des lymphoctes ova-Tr1 
Premier point, sachant que les lymphocytes T CD8+ et CD4+ ont une activité de lyse 
dépendante de leur TCR, dans cette étude les ova-Tr1 démontrent le contraire. Dans la 
littérature concernant les lymphocytes Tr1, il a été plusieurs fois rapporté qu’une fois activés 
par leur TCR, pour la sécrétion de cytokines immunomodulatrices par exemple, les Tr1 sont 
capables d’exercer de manière TCR indépendante : soit une activité suppressive envers des 
lymphocytes effecteurs spécifiques d’autres antigènes290, soit d’excercer une activité de lyse 
26,246. En ce point, les ova-Tr1 sont similaires à certaines populations Tr1 décrites 
précédemment. 
En revanche, il est possible de potentialiser la lyse des ova-Tr1 en forcant la stimulation du 
TCR par un anticorps dirigé contre le CD3. Celui-ci pourrait alors avoir un rôle de co-récepteurs 
pour augmenter la lyse. N’ayant pas encore identifier l’élément déclencheur de cette lyse des 
ova-Tr1, je formule l’hypothèse d’une intégration de signaux, à la fois activateurs et 
inhibiteurs, comme dans le cas des cellules NK. En effet, dans le cas d’une lyse sans 
reconnaissance spécifique d’un antigène, comme c’est le cas à la fois pour les cellules NK et 
les ova-Tr1, il me semble important qu’un niveau de contrôle soit exercé sur le déclenchement 
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de la lyse. C’est pourquoi un contrôle via l’intégration de signaux me semble approprié. De 
plus, comme les CD4 CTL et les cellules NK, les ova-Tr1 expriment NKG2A (data not shown) qui 
est caractérisé comme un récepteur inhibiteur de la lyse des cellules NK291. En outre, GITR, 
exprimé par les ova-Tr1, a aussi été démontré comme inhibiteur de la lyse des cellules NK292. 
Ainsi, en plus des potentiels récepteurs activateurs comme NKG2D, NKp30 et NKp46, exprimés 
par les ova-Tr1 (data not shown), se rajoutent ces récepteurs inhibiteurs. Par ailleurs, ayant 
observé une présence de ZAP-70 phosphorylé et que celui se fixe sur les motifs ITAM présents 
sur les récepteurs activateurs nommés précédemment, les ova-Tr1 serait dans un état « pré-
activé » pour être cytotoxique. C’est pourquoi un signal inhibiteur devient essentiel pour que 
cette activité ne soit pas induite par erreur sur les tissus sains par exemple. Par l’utilisation 
d’un anticorps bloquant GITR et NKG2A, je pourrais mesurer si cela permettrait la levée de 
l’inhibition par une augmentation de la lyse. Si une intégration de signaux est nécessaire au 
déclenchement de la lyse, une combinaison d’anticorps activateurs pourrait permettre de 
déclencher cette lyse. A ma connaissance, cette potentielle intégration de signaux n’a pas 
encore été étudiée pour les CD4 CTL ni les Tr1. 
Concernant le mécanisme de lyse granzymes-dépendante, perforine-indépendante des ova-
Tr1, une étude a précedemment démontré un mécanisme cytotoxique identique de 
lymphocytes T régulateurs induisant l’apoptose de ces lymphocytes T effecteurs293. En effet, 
cette activité cytotoxique était affectée seulement dans le cas de souris déficientes pour le 
granzyme B et non la perforine. Les auteurs n’ont pas révélé la voie d’entrée du granzyme B, 
cependant la granulysine, une molécule lytique exprimée par les ova-Tr1, pourrait remplacer 
la perforine pour l’entrée des granzymes127. Dans notre étude, nous avons pu démontret 
l’implication de la granulysine dans l’activité cytotoxique des ova-Tr1. Cependant, la 
granulysine peut avoir un deuxième mode d’action : elle est capable de pénétrer la membrane 
plasmique et d’activer directement la voie du cytochrome c pour induire l’apoptose129. Ainsi 
deux premières hypothèses du fonctionnement moléculaire de lyse des ova-Tr1 sont 
possibles, (i) une entrée des granzymes via la granulysine et/ou (ii) une entrée et une action 
directe d’activation de l’apoptose par la granulysine. Nos résultats montrent une inhibition 
totale de la lyse des ova-Tr1 en bloquant l’activité des granzymes, éliminant la deuxième 
hypothèse. Ainsi, pour la première fois dans un modèle de membrane plasmidique d’une 
 Page |172 
 
cellule cible, nos résultats suggèrent l’entrée des granzymes via une perforation par la 
granulysine. 
Proposition d’un modèle de fonctionnement des ova-Tr1 in vivo, dans le cadre de la thérapie 
De manière plus globale, quel est l’avantage d’éliminer les cellules myéloïdes ? Il a été 
démontré, en plus de la présence de lymphocytes T effecteurs pathogéniques, que la 
population de monocytes pro-inflammatoires contribuait majoritairement aux infiltrats 
cellulaires au niveau de la muqueuse intestinale de patients atteints de la maladie de Crohn294. 
De plus, afin de réguler l’activation de nouveaux lymphocytes T effecteurs, l’élimination de 
cellules présentatrices de l’antigène semble judicieuse. Ainsi, une thérapie cellulaire 
comportant une capacité cytotoxique envers les cellules myéloïdes, en plus d’une activité 
suppressive sur les populations effectrices lymphoïdes, semble idéale pour la maladie aussi 
complexe et multifactorielle qu’est la maladie de Crohn. Ainsi les ova-Tr1 permettraient de 
contrôler l’inflammation sur tous les fronts afin d’obtenir une efficacité optimale. 
Notre étude révèle une capacité de lyse graduelle dans le temps, avec sur un temps court, une 
faible proportion de cellules ayant une activité cytotoxique. Il serait alors judicieux d’identifer 
la participation de chaque cellule individuelle à la lyse globale. Comme démontré dans la 
première étude à laquelle j’ai participé, les CTL ont une capacité de lyse hétérogène. Cette 
hétérogénéité pourrait être expliquée pour un partage de fonctions entre sécrétion de 
cytokines et lyse. Sachant que des Tr1 sont capables d’une multitude de mécanismes 
d’action244, ce partage de fonctions serait alors pertinent. Pour cela, une analyse du 
comportement individuel des ova-Tr1 pourrait être caractérisé en bloquant un à un les 
mécanismes d’action afin de révéler un potentiel partage fonctionnel. 
Sur la base de cette étude, je propose le modèle d’action in vivo suivant : 
Directement après décongélation, les ova-Tr1 vont migrer vers le site de l'inflammation. En 
effet, le suivi du sang de patient post-injection ne révélait plus la présence des ova-Tr1 dans 
celui-ci. De plus, chez la souris, les études pré-cliniques ont démontré une présence au niveau 
du site d’inflammation. Par la suite, l'activité lytique vers les monocytes pro-inflammatoires 
et les APC peut se produire sans aucune reconnaissance préalable de l'antigène Ova. 
L’antigène ova pourrait potentialiser l'activité lytique mais serait particulièrement essentiel 
pour la survie et la prolifération des cellules ova-Tr1. D’après notre étude in vitro, suite à ces 
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événements, ils seront toujours capables d'avoir une activité lytique. L'apparition progressive 
et la capacité de maintenir l'activité lytique sur des périodes prolongées est un avantage de 
cette thérapie pour assurer une réponse ciblée aux cellules myéloïdes pro-inflammatoires en 
lien avec une pathologie inflammatoire chronique comme la maladie de Crohn. 
En résumé, cette étude démontre pour la première fois le rôle prépondérant d’une activité 
cytotoxique, granulysine- et granzyme-dépendant, de lymphocytes T régulateurs pour une 
application en thérapie cellulaire. Cependant, l’avenir de cette étude serait l’identification des 
mécanismes moléculaires sous-jacents, en particulier le mécanisme de reconnaissance de la 
cellule cible et déclencheur de la lyse.  
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Ces travaux effectués au cours de ma thèse ont permis une caractérisation de la fonction 
cytotoxique de lymphocytes T CD8+ cytotoxiques (CTL) à plusieurs échelles. Tout d’abord, au 
niveau de la population avec une lyse soutenue sur des temps prolongés face à un excès de 
cibles. Cette lyse soutenue repose sur une capacité individuelle hétérogène à effectuer une 
lyse multiple. L’importance de cette activité de lyse soutenue a été renforcée par 
l’identification d’un défaut lytique particulièrement prononcé sur le long-terme chez des 
lymphocytes T CD8+ issus de patients atteints du syndrome de Wiskott-Aldrich. À l’échelle 
cellulaire et nanoscopique, nous avons pu identifer le rôle de WASP dans la formation du ring 
de nanoclusters de LFA-1, permettant le confinement des granules lytiques. L’application des 
connaissances, acquises dans ces deux études, à des lymphocytes T régulateurs de type 1 (ova-
Tr1) utilisés en thérapie, ont permis la caractérisation d’un mécanisme de lyse alternatif. Les 
ova-Tr1 effectuent une lyse soutenue, indépendamment de l’activation du TCR, via la 
granulysine et les granzymes mais de manière perforine-indépendante. 
 
Cependant, ces travaux soulèvent de nombreuses idées d’études transversales. Par exemple, 
le défaut de lyse soutenue des CTL WAS est-il lié à une diminution de la fréquence de la sous-
population de CTL ayant une forte activité de lyse multiple ? Quelle est l’organisation de LFA-
1 à la synapse de cette population de CTL, ou des ova-Tr1 ? La lyse soutenue de ova-Tr1 est-
elle basée sur une hétérogénéité individuelle ? Le futur du laboratoire, ou de la recherche, 
pourra y répondre. 
 
En résumé, ces travaux ont apporté de nouvelles connaissances fondamentales sur la fonction 
cytotoxique, mais aussi l’utilisation de cette fonction en thérapie cellulaire. Ceci renforce 
l’idée que cette fonctionalité est nécessaire dans les réponses immunitaires. Néanmoins, il 
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Exploration fonctionnelle de l’activité cytotoxique de lymphocytes T humains en contexte de pathologie et de thérapie 
Plusieurs populations de cellules immunitaires possèdent une activité cytotoxique permettant l’élimination de cellules altérées. 
Cette fonction cellulaire est ainsi déterminante dans le contrôle des infections, des processus tumoraux, ou encore des maladies 
inflammatoires chroniques. 
Mon projet de thèse se concentre sur des aspects fondamentaux de l’activité lytique de deux populations de lymphocytes T 
cytotoxiques : les lymphocytes T CD8+ et les lymphocytes T CD4+ régulateurs de type 1. Pour cela, l’exploration des mécanismes 
de cette activité a été conduite au travers de deux modèles, pathologique et thérapeutique, à différentes échelles biologiques : 
au niveau de la population ou de la cellule individuelle, mais aussi différentes échelles d’organisations moléculaires : cellulaire et 
nanoscopique.  
Nous avons pu démontrer que l’activité de lyse de lymphocytes T CD8+ cytotoxiques face à un excès de cellules cibles est efficace 
sur des temps prolongés, reposant sur une capacité individuelle fortement hétérogène à effectuer une lyse multiple. L’importance 
de cette activité de lyse soutenue a été renforcée par l’identification d’un défaut lytique particulièrement prononcé sur le long-
terme chez des lymphocytes T CD8+ issus de patients atteints du syndrome de Wiskott-Aldrich. Ce défaut est lié à une activation 
réduite de l’intégrine LFA-1 et un délai dans la délivrance du coup létal. De plus, la protéine WASP permet de restreindre LFA-1 de 
haute-affinité en nanoclusters denses ainsi que de permettre l’organisation en un ring de LFA-1 et la localisation des granules 
lytiques à l’intérieur de celui-ci.  
Par ailleurs, les lymphocytes T CD4+ régulateurs de type 1 développés dans le cadre d’une thérapie cellulaire (Ovasave®) 
démontrent une capacité de lyse envers les cellules myéloïdes, en complément d’une activité immunosuppressive sur les 
lymphocytes T conventionnels. Cette activité est mise en place sur du long-terme, jusqu’à atteindre une efficacité optimale, lié à 
un délai dans la délivrance du coup létal. De manière surprenante, malgré une spécificité pour l’ovalbumine, l’activité cytotoxique 
semble être indépendante de l’activation du TCR. En outre, la lyse est granzyme-dépendante mais perforine-indépendante. Ainsi 
ces lymphocytes T thérapeutiques manifestent une activité cytotoxique alternative. 
Pour conclure, mon projet de thèse a permis de caractériser une activité de lyse soutenue basée sur une capacité individuelle 
hétérogène. Cette habilité à soutenir une lyse sur du long-terme implique une stabilité de la synapse, où WASP joue notamment 
un rôle clé pour l’activation et l’organisation de LFA-1. Les lymphocytes T régulateurs thérapeutiques démontrent aussi une 
activité de lyse soutenue, cependant les acteurs moléculaires sont non conventionnels. De manière générale, une activité de lyse 
soutenue permettrait de calibrer une réponse cytotoxique prolongée en rapport à la taille de la population cible, ainsi que le 
partage avec d’autres fonctions cellulaires comme la sécrétion de cytokines. 
Mots-clefs : Activité cytotoxique, lymphocytes T CD8+, lymphocytes T régulateurs, syndrome de Wiskott-Aldrich, Thérapie 
cellulaire. 
Abstract 
Functional exploration of the cytotoxic activity of human T lymphocytes in the context of pathology and therapy  
During different pathological conditions such as infections, tumoral processes or chronic inflammation diseases, altered cells are 
eliminated through a cytotoxic activity mediated by several immune cell populations. This cellular function is therefore crucial for 
carrying out the action of the immune system. 
My thesis project focuses on fundamental aspects of the lytic activity of two cytotoxic lymphocyte populations: CD8+ T cells and 
type-1 CD4+ regulatory T cells. To explore the mechanisms of this activity, this study has been driven on two cases, pathological 
and therapeutic models, at the population and single-cell levels and also at the cellular and nanoscopic scales of the molecular 
organisation. 
We have been able to demonstrate that the CD8+ T cell lysis activity against an excess of target cells is effective over prolonged 
periods, relying on a highly heterogeneous individual capacity to perform multiple lysis. The importance of this sustained cytotoxic 
activity was reinforced by the identification of a lytic defect, particularly pronounced on a long time period, of CD8+ T cells from 
Wiskott-Aldrich syndrome patients. This defect is related to a reduced activation of the LFA-1 integrin and delay in the lethal hit 
delivery. In addition, the WASP protein allows to restrict high affinity LFA-1 to dense nanoclusters as well as the assembly of LFA-
1 ring and the localization of the lytic granules inside this ring. Moreover, type-1 CD4+ regulatory T cells from a cellular therapy 
(Ovasave®) demonstrated a cytotoxic activity toward myeloid cells, additionally to an immunosuppressive activity on conventional 
T cells. This activity is implemented over long time periods, until reaching optimal efficiency, and is related to a delay in the lethal 
hit delivery. Surprisingly, despite a specificity for ovalbumin, the cytotoxic activity measured in absence of the antigen suggests a 
TCR independence. In addition, lysis is not mediated by perforin but is exclusively granzyme-dependent. Thus, these therapeutic 
T cells exhibit an alternative cytotoxic activity. 
To conclude, my thesis project permits to characterize a sustained lysis activity relying on a heterogeneous individual capacity. 
This ability to sustain a lytic activity involves stability of the synapse, where WASP plays a key role towards the activation and 
organization of LFA-1. The therapeutic regulatory T lymphocytes also demonstrated a sustained cytotoxic activity, however the 
molecular actors are unconventional. On the whole, sustained lytic activity would be key to the calibration of cytotoxic responses 
in relation to the size of the target population, as well as sharing with other cellular functions such as cytokine secretion. 
Key words: Cytotoxic activity, CD8+ T cells, Regulatory T cells, Wiskott-Aldrich syndrome, Cellular therapy. 
